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Riassunto 
 
Le alterazioni patologiche a carico del fibrinogeno possono essere congenite o 
acquisite e consistono nella diminuita produzione della molecola 
(afibrinogenemia o ipofibrinogenemia) o nella produzione di molecole non 
funzionanti (disfibrinogenemia). Il caso clinico in studio riguarda un soggetto 
arrivato all’attenzione dell’UO di Ematologia dell’Azienda Ospedaliero-
Universitaria Pisana in seguito ad accertamenti preoperatori, i cui test coagulativi 
erano fortemente alterati pur in assenza di sintomatologia. Si è pertanto indagata 
la causa di tali anomalie e, dopo una serie di indagini, al paziente è stata 
diagnosticata una disfibrinogenemia acquisita dovuta al legame di una catena 
leggera libera monoclonale di tipo kappa delle immunoglobuline (FLC-κ) alla 
molecola di fibrinogeno, che ne alterava la funzionalità, ma non la quantità che 
risultava normale al dosaggio immunochimico. 
Lo scopo del nostro studio è stato quello di cercare di chiarire il meccanismo di 
legame presente tra le FLC-κ e il fibrinogeno del paziente. È possibile ipotizzare 
diversi meccanismi di legame: da legami poco specifici a legami simili a quelli 
esistenti tra antigene e anticorpo. Nell’ipotesi che si trattasse di un legame 
altamente specifico sono state operate due procedure adoperate usualmente per 
rompere il legame antigene-anticorpo, che prevedevano l’utilizzo di una 
soluzione di glicina a pH acido oppure di una soluzione salina ad elevata 
concentrazione. A partire da un pool di plasma normale, usato come controllo, e 
da un campione di plasma del paziente è stato innanzitutto isolato il fibrinogeno 
mediante precipitazione con etanolo in ghiaccio e dialisi e, mediante dosaggi 
nefelometrici, è stato accertato il legame delle FLC-κ al fibrinogeno precipitato. I 
campioni sono stati poi trattati con glicina a pH acido o con soluzione salina ad 
elevata concentrazione nel tentativo di staccare le FLC-κ dal fibrinogeno. Mentre 
il trattamento con glicina sembrava interferire con il dosaggio nefelometrico del 
fibrinogeno, probabilmente a causa del suo pH acido, il trattamento con NaCl 
sembrava più promettente in seguito all’osservazione di una minore interferenza 
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con i dosaggi. Per verificare se le FLC-κ fossero state efficacemente staccate dal 
fibrinogeno a seguito del trattamento con soluzione salina è stata eseguita una 
cromatografia ad esclusione molecolare, capace di separare le proteine in base al 
loro peso molecolare. Dai tracciati cromatografici analizzati è stata evidenziata 
una mobilità diversa del fibrinogeno del paziente rispetto a quella del fibrinogeno 
ottenuto dal pool da soggetti sani, probabilmente a causa delle catene leggere 
libere ad esso legate. Inoltre, nelle frazioni contenenti il fibrinogeno sono state 
ritrovate anche le catene leggere libere, la qual cosa testimonia il legame delle 
FLC-κ alla molecola di fibrinogeno anche dopo aggiunta di NaCl. È possibile 
quindi ipotizzare la presenza di un legame forte tra le due molecole. 
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Abstract 
 
The disorders of fibrinogen can be congenital or acquired and they consist of the 
decreased synthesis of the molecule (afibrinogenemia or ipofibrinogenemia) or 
of the production of not-functional molecule. A 65-years old male patient, with 
highly abnormal functional coagulation assays and undetectable functional 
fibrinogen, without symptoms, was admitted to the Hematological Clinic of the 
University Hospital of Pisa. The cause of these anomalies was investigated and, 
after investigations, the patient was diagnosed acquired dysfibrinogenemia due to 
the binding of a monoclonal free light chain kappa of immunoglobulin (FLC-κ) 
to fibrinogen, inhibiting fibrinogen polimerization. 
The purpose of our study was to try to clarify the binding mechanism between 
FLC-κ and fibrinogen. May exist different types of binding mechanism such as 
unspecific binding or links similar those existing between antigen and antibody. 
Assuming that it were a higly specific binding, two procedures were made, 
generally used to break the antigen-antibody link, through a glycin solution at 
acid pH or a saline solution at high concentration. The samples used were a pool 
of normal plasma, as a control, and a plasma sample of patient. The first step was 
to isolate the fibrinogen by precipitation with ethanol in ice and by dialysis; 
through nephelometric assays, it was found the binding of FLC-κ to precipitated 
fibrinogen. So, the samples were treated with glycin at acid pH or with saline 
solution at higly concentration in an attempt to separate FLC-κ from fibrinogen. 
While the treatment with glycine interfered with the nephelometric assay of 
fibrinogen, probably due to acid pH, the treatment with sodium chloride 
appeared more suitable for minor interference with the tests. 
To verify if the FLC-κ had been effectively separated from fibrinogen by the 
treatment with saline solution a size-exclusion chromatography was performed, 
in which molecules in solution are separated by their molecular weight. The 
chromatograms analyzed showed a different mobility of patient’s fibrinogen 
compared to healthy individuals’ fibrinogen, probably because of the free light 
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chains linked to it. In addition, in the collected fractions containing fibrinogen 
free light chains were also found, which show the binding of FLC-κ to fibrinogen 
even after the addition of sodium chloride. Therefore it is possible to hypothesize 
the presence of a strong link between the molecules. 	    






L’emostasi è un meccanismo protettivo che mantiene il sangue in circolo in uno 
stato fluido, induce la formazione di un coagulo controllato in seguito a 
danneggiamento vascolare e ne induce la lisi in seguito alla riparazione del 
danno. Consiste in una serie di reazioni biochimiche e cellulari, sequenziali e 
sinergiche, e dipende dal bilancio di due componenti: un meccanismo 
procoagulante, che porta alla formazione di un tappo emostatico nel sito di 
danno, e un meccanismo anticoagulante, che confina il coagulo nel solo sito di 
danno vascolare. 
Nei primi anni del 1900, Seegers propose che l’unico processo enzimatico 
necessario per la formazione di un coagulo di fibrina era la conversione della 
protrombina in trombina (Seegers et al., 1965) e che tutti gli altri componenti 
identificati erano prodotti della degradazione della protrombina (Seegers et al., 
1955). Nel 1950 ci furono delle importanti scoperte in contrasto con la teoria di 
Seegers. Nel 1953, Rosenthal e i suoi collaboratori scoprirono che la deficienza 
del fattore XI causava leggeri sanguinamenti in seguito a interventi chirurgici o 
traumi, e che poteva essere corretta usando plasma normale o plasma di pazienti 
affetti da emofilia di tipo A (deficienza del fattore VIII) o da deficienza del 
fattore di Hageman (XII) (Rosenthal et al., 1953). Nel tempo, le evidenze 
sperimentali e genetiche mostrarono la presenza di nuovi e non identificati fattori 
della coagulazione, così divenne sempre più chiaro che vari fattori della 
coagulazione erano presenti nel sangue in forma inattiva (zimogeni), poi 
convertiti nella loro forma attiva di enzimi in un processo graduale. Nel 1964, 
due gruppi di ricerca indipendenti proposero una teoria simile sul processo di 
coagulazione del sangue definita “modello a cascata della coagulazione”. 
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1.1. Modello a cascata della coagulazione 
 
Il modello a cascata prevede che la formazione del fibrinogeno avvenga 
gradualmente, attraverso una serie di reazioni nelle quali delle serine proteasi, 
normalmente presenti come zimogeni, sono convertite in enzimi attivi. 
Originariamente, è stata proposta una singola via d’attivazione, la via intrinseca, 
così definita poiché tutti i suoi componenti sono presenti nel sangue. 
Successivamente il modello è stato ridefinito ed è stata inclusa una seconda via 
d’attivazione che necessita di un fattore extravascolare, il fattore tissutale (TF), 
un fattore esposto solo in caso di danno vascolare, perciò chiamata via estrinseca 
(Davie et al., 2003) [Figura 1]. 	  
	  
Figura	  1.	  La	  cascata	  della	  coagulazione	  secondo	  il	  modello	  classico	  (tratto	  da	  McMichael	  M.,	  New	  
models	  	  of	  hemostasis.	  Topics	  in	  Companion	  Animal	  Medicine	  2012).	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Il tradizionale modello a cascata della coagulazione descrive la via intrinseca ed 
estrinseca come due vie indipendenti nell’attivazione del fattore X, essenziale per 
la formazione di trombina e in ultima analisi di fibrina. 
La via intrinseca inizia con l’attivazione del fattore XII in XIIa, ma in vivo il suo 
attivatore non è noto. Il fattore XII è attivato mediante clivaggio da parte della 
callicreina o della plasmina o attiva sé stesso quando il sangue entra in contatto 
con una superficie carica negativamente. Questo è il motivo per cui il sangue 
coagula in una siringa o in una provetta in assenza di anticoagulante (Smith, 
2011). Il fattore XIIa attiva il fattore XI e la precallicreina (PK); per queste 
reazioni è richiesto un cofattore, il chinogeno ad alto peso molecolare (HMWK). 
La callicreina che si è formata è, a sua volta, un potente attivatore del fattore XII 
quindi il risultato è un meccanismo a feedback positivo nel quale vengono 
generate alte concentrazioni di fattore XIIa e XIa. Una volta formato, il fattore 
XIa attiva il fattore IX in presenza di calcio e fosfolipidi. Il fattore IXa, con 
calcio, fosfolipidi e il fattore VIIIa, attiva il fattore X. Il fattore Xa, in presenza di 
fattore Va, calcio e fosfolipidi, attiva la protrombina (FII) in trombina (FIIa). 
Eccetto che per le prime due fasi della via intrinseca, il calcio è richiesto per 
promuovere o accelerare tutte le reazioni. 
Nell’uomo, l’assenza di FXII, PK e HMWK non è associata ad un aumentato 
rischio di sanguinamento. Perciò, la via intrinseca non sembra essenziale per la 
generazione di fibrina in vivo, ma sembra avere un ruolo nella trombosi 
patologica. 
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1.2. Modello cellulare della coagulazione 
 
Nel 1977, Osterud e Rapaport scoprirono che il complesso formato dal fattore 
VII attivato e il fattore tissutale (VIIa-TF) può attivare il fattore IX e X (Osterud 
et al., 1977). Negli anni dopo, Broze e Gailani dimostrarono che la formazione 
del coagulo, in vivo, è iniziata dal TF-VIIa e che i fattori di contatto (FXII, PK) 
non sono essenziali per il processo fisiologico dell’emostasi (Gailani et al., 
1991). Questi progressi portarono a una teoria rivisitata della coagulazione, in cui 
vari elementi cellulari hanno un ruolo fondamentale. Nel 1992, Mann propose il 
modello cellulare della coagulazione (Mann et al., 1992) [Figura 2], che consiste 
di tre fasi: 
• fase d’inizio, nella quale vengono generate piccole quantità di fattori 
coagulanti; 
• fase di amplificazione, nella quale il livello dei fattori della coagulazione 
attivati è potenziato; 
• fase di propagazione, nella quale i fattori della coagulazione legano le 
membrane procoagulanti delle piastrine attivate e si formano i coaguli di 
fibrina. 
In questo modello cellulare della coagulazione viene meno la tradizionale 
divisione tra via intrinseca ed estrinseca. 
 
 
Figura	  2.	  La	  cascata	  della	  coagulazione	  secondo	  il	  modello	  cellulare	  (tratto	  da	  McMichael	  M.,	  New	  
models	  of	  hemostasis.	  Topics	  in	  Companion	  Animal	  Medicine	  2012).	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1.2.1 Fase d’inizio 
 
La fase iniziale, classicamente riferita alla via estrinseca, inizia quando il sistema 
vascolare subisce un danno e il subendotelio con le sue cellule, come le cellule 
muscolari lisce e i fibroblasti, sono esposti nel circolo ematico (Monroe et al., 
2006) [Figura 3]. Queste cellule esprimono il fattore chiave dell’inizio della 
cascata della coagulazione, il fattore tissutale (TF), chiamato anche 
tromboplastina o FIII. Il TF sembra essenziale per la sopravvivenza poiché non 
sono stati riportati casi della sua assenza (Morrissey et al., 1996). Una volta 
esposto, lega il fattore VII, una proteina vitamina K-dipendente prodotta nel 
fegato, unico fattore della coagulazione presente in circolo in forma attiva, oltre 
che inattiva. Il FVII può essere attivato dal FIXa, FXa, FXIIa, trombina, 
plasmina e anche mediante auto-attivazione in seguito al legame del TF 
formando il complesso TF-VIIa. Tale complesso sembra essere l’unico attivatore 
fisiologico della coagulazione in vivo (Smith, 2009). Il complesso TF-VIIa attiva 
il fattore IX in IXa e il fattore X in Xa, il quale genera una piccola quantità di 
trombina (Tanaka et al., 2009). Ad ogni modo, il complesso TF-VIIa è 
rapidamente represso dalla via inibitoria del fattore tissutale (TFPI), mentre 
l’antitrombina (AT) neutralizza il FXa per prevenire un eccesso di trombina in 
caso di falso allarme. Invece, il fattore IX non è inibito dal TFPI e continua a 
diffondersi su altre superfici cellulari per partecipare alla fase di propagazione. 
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1.2.2. Fase di amplificazione 
 
La piccola quantità di trombina generata durante la fase iniziale può diffondere 
altrove e avere effetti multipli su aree diverse. La trombina amplifica 
l’attivazione delle piastrine. In seguito al danno di un vaso, le piastrine 
aderiscono al subendotelio vascolare, si attivano per mezzo di agonisti specifici, 
vanno incontro a un cambiamento di morfologia esponendo fosfolipidi di 
membrana, e rilasciano sostanze contenuti nei granuli, che inducono 
l’aggregazione di altre piastrine nella sede del danno. Inoltre, le piastrine 
accelerano la formazione del coagulo di fibrina fornendo una superficie reattiva 
per diversi fattori della coagulazione. Infatti, la trombina converte il FXI in FXIa 
e il FV in FVa sulla superficie piastrinica; scinde il legame tra il fattore von 
Willebrand (vWF) e il FVIII, favorendone il rilascio, e attiva il FVIII in FVIIIa, 
che agendo come cofattore per il FIX, sulla superficie delle piastrine attivate, 
porta all’attivazione del FX [Figura 3] (Hoffman, 2003). 
 
 
1.2.3. Fase di propagazione 
 
La fase di propagazione inizia su superfici contenenti fosfolipidi procoagulanti, 
come quelle delle piastrine attivate.  
Il FXIa converte il FIX in FIXa, il quale si associa al FVIIIa [Figura 3]. 
Entrambi, insieme al FX e al calcio, formano il complesso attivante il FX 
definito “tenase complex”, circa cinquanta volte più efficiente del complesso TF-
VIIa (Baugh et al., 1998). Una volta attivato, il FXa inizia l’assemblaggio del 
complesso protrombinico che è composto dal FVa, FXa e calcio. Tale complesso 
porta all’attivazione della protrombina in trombina, alla conseguente attivazione 
del fibrinogeno in fibrina e, in ultima analisi, alla formazione del coagulo di 
fibrina, stabilizzato dal FXIIIa attivato dalla trombina. Il FXIIIa catalizza la 
formazione di legami crociati covalenti tra molecole di fibrina adiacenti, 
formando una rete elastica di polimeri di fibrina (Ariens et al., 2002). 
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In assenza di FVIII (emofilia di tipo A) e di FIX (emofilia di tipo B), la fase 
iniziale della coagulazione è normale poiché dipende dal complesso TF-VIIa, ma 
la fase di propagazione è severamente ridotta, con conseguente formazione di un 
coagulo inadeguato. 
Anche se i fattori da contatto non sembrano necessari per la fase iniziale del 
modello cellulare della coagulazione, alcuni suoi componenti, come il FVIII e il 
FIX, sono essenziali nel sostenere la generazione della trombina e la formazione 
del coagulo di fibrina (Berntorp et al., 2012). 
 
 
Figura	  3.	  Le	  fasi	  del	  modello	  cellulare	  della	  cascata	  della	  coagulazione	  (tratto	  da	  Versteeg	  HH.	  et	  al.,	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1.3. Fibrinolisi 
 
La fibrinolisi consiste nello scioglimento controllato del coagulo che si è formato 
e sembra essere importante nella riparazione tissutale (Smith, 2011). Avviene 
quando il vaso danneggiato inizia a guarire, e comincia in maniera limitata 
all’inizio della formazione del coagulo come meccanismo regolatore per evitare 
che la formazione del coagulo sia eccessiva. 
In condizioni normali, la fibrinolisi è mantenuta quiescente da diversi inibitori 
come gli inibitori dell’attivatore del plasminogeno e l’antiplasmina, che inibisce 
la plasmina in circolo e non quando è legata al coagulo. Inoltre, la fibrinolisi 
richiede la fibrina come cofattore, la quale inibisce la fibrinolisi in assenza della 
formazione del coagulo. 
Il principale enzima coinvolto nell’attivazione della fibrinolisi è la plasmina che 
è presente in forma inattiva, il plasminogeno. Una volta attiva, la plasmina 
degrada i polimeri di fibrina mediante scissioni proteolitiche sequenziali, 
generando prodotti di degradazione della fibrina, complessivamente chiamati 
prodotti della degradazione del fibrinogeno (come frammenti D-dimeri).  
Attivatori fisiologici del plasminogeno nei mammiferi sono l’attivatore tissutale 
del plasminogeno (TPA) e l’urochinasi (Booth et al., 2006), mentre la fibrina ne 
potenzia l’effetto. Il TPA è rilasciato dalle cellule endoteliali e agisce nel 
distretto vascolare, mentre l’urochinasi è sintetizzata da diverse cellule come 
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1.4. Riesame della via intrinseca della coagulazione 
 
Sulla base del modello cellulare della coagulazione, la via intrinseca serve solo 
come amplificatore della via estrinseca. Studi recenti condotti su topi, indicano 
che la via intrinseca è attivata in parallelo alla via estrinseca. Inoltre, sono stati 
scoperti tre attivatori fisiologici della via intrinseca che sono il collagene (Van 
der Meijden et al., 2009), i polimeri lineari di fosfato, detti polifosfati, (Renne et 
al., 2007) e le trappole extracellulari dei neutrofili, dette NETs (Von Bruhl et al., 
2012). 
I polifosfati derivati dalle piastrine legano e attivano il fattore XII, portando alla 
conseguente attivazione della callicreina e del fattore IX, oltre agli altri fattori 
della coagulazione. L’attivazione del fattore XII dipendente dai polifosfati non 
sembra portare a una rapida formazione del coagulo, ma ad un incremento della 
stabilità del coagulo di fibrina (Pauer et al., 2004; Ratnoff et al., 1955). Questo 
può spiegare perché alti livelli di FXII sono associati a trombosi, mentre i suoi 
deficit possono rendere il coagulo instabile e portare a fenomeni di embolia. I 
polifosfati inoltre possono agire come cofattori nell’attivazione, mediata dalla 
trombina, del fattore V e del fattore XI (Choi et al., 2011) e possono inibire la 
fibrinolisi, presumibilmente mediante attivazione dell’inibitore della fibrinolisi 
attivato dalla trombina (TAFI) (Smith et al., 2010). 
Altra fonte di polifosfati è rappresentata da RNA extracellulare, il quale può 
stimolare l’attivazione di componenti della via intrinseca come il fattore XII e 
XI, ma questo è stato associato ad eventi trombotici più che a deficit 
dell’emostasi (Kannemeier et al., 2007). 
Infine, anche le trappole extracellulari dei neutrofili (NETs) portano 
all’attivazione del fattore XII, influenzando la formazione del coagulo (Von 
Bruhl et al., 2012). 
In conclusione, si può ipotizzare che l’attivazione di fattori dipendenti dai 
polifosfati o dai NETs, come il fattore V e XI, giochi un ruolo nell’emostasi, 
mentre l’attivazione dei fattori dipendenti dai polifosfati e dall’RNA, come il 
fattore XII, giochi un ruolo nella trombosi. 
	   19	  
1.5. Regolazione della coagulazione 
 
Il processo della coagulazione è sottoposto a controllo negativo per prevenire la 
formazione incontrollata di coaguli. Sono principalmente due i meccanismi di 
regolazione: il primo riguarda la via della proteina C e della proteina S; il 
secondo riguarda inibitori delle proteasi come l’antitrombina, il cofattore 
eparinico, il TFPI e il C1 inibitore, i quali bloccano l’attivazione dei fattori della 
coagulazione legandosi ai loro siti attivi. 
 
 
1.5.1. La via proteina C/proteina S 
 
La proteina C è un fattore anticoagulante costituito da 419 aminoacidi, vitamina 
K dipendente, che necessita di essere attivato in proteina C attivata (APC) e di 
legare il suo cofattore, la proteina S, costituita da 635 aminoacidi e anch’essa 
vitamina K dipendente. L’eccesso di trombina, che si genera durante la cascata 
della coagulazione, interrompe il meccanismo coagulativo legandosi a una 
proteina espressa sulla superficie endoteliale nota come trombomodulina (Suzuki 
et al., 1987). Il complesso trombina-trombomodulina attiva la proteina C, che è 
legata al suo recettore endoteliale (Koutsi et al., 2008; Nagashima et al., 1993). Il 
legame della trombina alla trombomodulina non è strettamente necessario per 
l’attivazione della proteina C, anche se la sua attivazione sarebbe molto lenta in 
assenza della trombomodulina (Esmon, 1989). La proteina C attivata si lega alla 
proteina S libera come cofattore, ed insieme degradano proteoliticamente i fattori 
Va e VIIIa, riducendo l’attivazione della cascata coagulativa [Figura 4]. 
Una mutazione della molecola del fattore V, noto come FV Leiden, rende il FV 
resistente alla degradazione proteolitica da parte del complesso proteina 
C/proteina S. Questa condizione è nota come resistenza della proteina C attivata 
e determina l’azione protrombotica del fattore Va determinando uno stato di 
ipercoagulabilità. 
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1.5.2 Inibitori delle proteasi della coagulazione 
 
Altri inibitori del processo coagulativo sono il TFPI, che limita la fase iniziale 
della coagulazione, e l’antitrombina [Figura 4]. 
Il TFPI è presente sulla superficie delle piastrine e sull’endotelio vascolare e 
inibisce la coagulazione in due modi differenti: mediante inibizione diretta del 
fattore Xa e mediante interazione del complesso transitorio TF/FVIIa/FXa (Girad 
et al., 1989). Recentemente, la proteina S è stata identificata come un importante 
cofattore del TFPI nell’inibizione del fattore Xa, aumentandone l’affinità di 
legame (Hackeng et al., 2006; Ndonwi et al., 2008). 
L’antitrombina, prima nota come antitrombina III, è considerata uno dei più 
importanti inibitori della generazione e della funzionalità della trombina. Questa 
ha elevata affinità verso tre proteasi chiave della coagulazione, ovvero il FIXa, 
FXa e la trombina. L’azione inibitoria dell’antitrombina è potenziata 
dall’eparina. L’eparina lega l’antitrombina, la quale lega i FIXa, FXa e la 
trombina inattivandoli (Olson et al., 1991; Olson et al., 2004); inoltre i 
pentasaccaridi dell’eparina legati all’antitrombina causano un cambiamento 
conformazionale che le permettono di essere riconosciuta dal fattore IXa e  FXa, 
ma non dalla trombina (Li et al., 2004; Olson et al., 2002). 
 
	  
Figura	  4.	  Regolazione	  negativa	  della	  cascata	  della	  coagulazione	  (tratto	  da	  Versteeg	  H.H.,	  et	  al.,	  New	  
fundamentals	  in	  hemostasis.	  Physiological	  Reviews	  2013).	  
	   21	  
1.6. Alterazioni dell’emostasi 
 
Le alterazioni dell’emostasi possono essere suddivise in due categorie: malattie 
emorragiche e malattie associate a trombosi. 
Le malattie emorragiche possono essere suddivise in malattie associate a carenze 
dei fattori della coagulazione e della via fibrinolitica, definite coagulopatie, e in 
malattie associate ad alterazioni delle piastrine, sia nel numero che nella 
funzionalità. 
Le carenze dei fattori della coagulazione sono di solito congenite, anche se si può 
sviluppare carenza di un fattore in seguito ad una malattia acquisita come ad 
esempio il deficit del FX associato ad amiloidosi. Si può riscontrare anche un 
deficit multifattoriale dei fattori della coagulazione per esempio in caso di 
carenza di vitamina K, in caso di coagulazione intravascolare disseminata (CID), 
in cui si evidenzia il consumo di più fattori della coagulazione e in caso di 
malattie epatiche, in cui la sintesi dei fattori si riduce notevolmente. 
Le alterazioni associate alle piastrine si distinguono in quantitative e qualitative. 
Le malattie quantitative sono la piastrinopenia, in cui si ha una riduzione del 
numero di piastrine per aumentata distruzione, e la trombocitosi, nella quale si 
assiste a un aumento del loro numero. Le malattie qualitative sono caratterizzate 
da anomalie della funzionalità piastrinica in presenza di un numero normale di 
piastrine. 
Le malattie associate alla trombosi vengono distinte in patologie con prevalenza 
relativamente alta e in patologie con prevalenza relativamente bassa. Tra quelle 
ad alta prevalenza si ha la resistenza alla proteina C attivata, la mutazione della 
protrombina G20210A e la sindrome da anticorpi antifosfolipidi. Le malattie a 
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2. Fibrinogeno 
 
Il fibrinogeno e la fibrina sono proteine plasmatiche con molteplici funzioni nel 
processo di coagulazione del sangue. Queste funzioni comprendono la 
formazione di un coagulo di fibrina, la stabilizzazione della fibrina mediata dal 
fattore XIIIa, fornire un substrato per la trombina, l’aggregazione piastrinica e la 
fibrinolisi (Mosesson et al., 1998, Mosseson et al.,1992, Doolitle, 1984). 
Il fibrinogeno partecipa ad altre funzioni biologiche come la risposta 
infiammatoria, le interazioni cellula-matrice, la guarigione delle ferite, le 
neoplasie. Queste funzioni coinvolgono siti attivi di legame presenti sulla 






Il fibrinogeno è una glicoproteina dimerica, lunga 45 nm, di peso molecolare di 
340 kDa e formata da sei catene polipeptidiche: due Aα, due Bβ e due γ [Figura 
5]. Ciascuna metà della molecola di fibrinogeno si compone di una catena Aα, 
una Bβ e una γ, tenute insieme da ponti disolfuro concentrati alle estremità amino 
e carbossi-terminale. Le due metà sono tenute insieme da ponti disolfuro tra le 
estremità amino-terminali di ciascuna catena γ. 
 
	  
Figura	  5.	  La	  struttura	  della	  molecola	  di	  fibrinogeno. 
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La catena Aα ha una massa molecolare di 67 kDa con 610 residui aminoacidi, la 
Bβ di 57 kDa con 461 residui e la forma maggiore della catena γ, chiamata γA, di 
47 kDa con 411 residui (Henschen et al., 1983). La variante minore della catena 
γ, chiamata γ’, deriva da un processo di splicing alternativo (Chung et al., 1984), 
e presenta la sostituzione della γA 408-411V con una sequenza anionica di 20 
aminoacidi (γ’408-427L) che contiene due tirosine solfato (Wolfenstein-Todel et 
al., 1981, Meh et al., 2001). Nello spazio, la struttura del fibrinogeno appare 
simmetrica, costituita da tre catene α, β e γ poste sulla destra e tre catene uguali 
poste sulla sinistra; ciascun trimero è unito all’altro a formare un nodo centrale 
mediante ponti disolfuro. Le regioni aminoterminali delle catene α e β sono 
responsabili della solubilità del fibrinogeno, in quanto, a causa della repulsione 
di cariche elettriche, tengono separate le singole molecole di fibrinogeno. 
Mediante microscopia elettronica ad altissima risoluzione è stato dimostrato che 
la struttura tridimensionale della molecola di fibrinogeno è costituita da tre 
domini globulari: due terminali D, corrispondenti alle regioni carbossiterminali 
di ogni molecola, e uno centrale E, dove convergono le porzioni aminoterminali 
di tutte le sei catene e dove si trovano i fibrinopeptidi A e B. 





Il fibrinogeno è sintetizzato nel fegato dagli epatociti. Normalmente, la sua 
concentrazione plasmatica media è 1,5-3,5 g/L con un’emivita plasmatica di 
circa 4 giorni. 
Le tre catene che compongono la molecola di fibrinogeno sono codificate da tre 
geni paraloghi, ossia FGA, FGB e FGG, rispettivamente per le catene Aα, Bβ e γ, 
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2.3. Formazione del coagulo 
 
Ogni catena Aα del fibrinogeno contiene in posizione N-terminale una sequenza 
di 16 aminoacidi, il fibrinopeptide A (FPA), la quale va incontro a clivaggio da 
parte della trombina attivando così l’assemblaggio della fibrina (Scheraga et al., 
1957, Blomback, 1958, Blomback et al., 1978) mediante l’esposizione di un sito 
di polimerizzazione definito EA. Ogni sito EA si combina con una sequenza di 
legame complementare DA localizzata nel dominio D delle molecole vicine. 
L’associazione iniziale EA-DA porta le molecole di fibrina ad allinearsi per 
formare delle fibrille avvolte a doppio filamento (Ferry, 1952, Krakow et al., 
1972, Fowler et al., 1981, Müller et al., 1984). 
Il rilascio del FPA è sufficiente ad innescare il processo di formazione del 
coagulo, ma è richiesto anche il clivaggio del fibrinopeptide B (FPB). 
Il rilascio del FPB è più lento rispetto quello del FPA e permette la formazione di 
fibrille laterali e l’associazione delle fibre. Questo si trova in posizione N-
terminale della catena Bβ e, una volta sottoposto al clivaggio da parte della 
trombina, espone un sito di polimerizzazione EB (Shainoff et al., 1983) che 
interagisce con il sito DB del dominio D. Questa interazione permette 
associazioni laterali EB-DB producendo così un aumento di spessore dei fasci di 
fibrina [Figura 6]. 
	  
Figura	  6.	  Clivaggio	  dei	  fibrinopeptidi	  e	  fasi	  iniziali	  della	  polimerizzazione	  della	  fibrina	  (tratto	  da	  
Medved	  L.	  et	  al.,	  Recommendations	  for	  nomenclature	  on	  fibrinogen	  and	  fibrin.	  The	  Journal	  of	  
Thrombosis	  and	  Haemostasis	  2009) 
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Questo processo dà origine al coagulo morbido e solubile di fibrina, non 
stabilizzato da interazioni covalenti, poiché le molecole di fibrina hanno perso le 
cariche negative presenti sui fibrinopeptidi. 
Il coagulo è reso stabile e insolubile dall’azione del fattore XIIIa, il quale crea 
legami crociati covalenti tra i monomeri di fibrina. Il fattore XIII è una molecola 
tetramerica presente nel plasma composta di due subunità A, le quali contengono 
il dominio catalitico, e due subunità B, con funzione di carrier per le subunità A. 
È attivato dalla trombina ma la sua funzione è pienamente espressa solo dopo la 
separazione della subunità A dalla B. L’attivazione da parte della trombina è 
accelerata dall’assenza di legami crociati nella fibrina mentre è inibita in 
presenza di tali legami: si tratta di un meccanismo di autoregolazione per limitare 
l’attività del fattore XIIIa nei siti di formazione del coagulo di fibrina. Nei 
monomeri di fibrina sono presenti siti multipli di legame: alcuni si trovano vicino 
alle estremità carbossiliche delle catene γ, chiamati “D:D”, permettono la 
formazione di un legame crociato tra domini D adiacenti, mentre altri, definiti 
γXL, si trovano nelle estremità carbossiliche, portando alla formazione di legami 
crociati tra monomeri di fibrina distanti tra loro [Figura 7] ( Mosesson, 2005). 
 
 
Figura	  7.	  Siti	  di	  legame	  nella	  polimerizzazione	  della	  fibrina	  (tratto	  da	  Mosesson	  M.W.,	  et	  al.,	  The	  role	  of	  
fibrinogen	  D	  domain	  intermolecular	  association	  sites	  in	  the	  polymerization	  of	  fibrin	  and	  fibrinogen	  
Tokyo	  II.	  The	  Journal	  of	  Clinical	  Investigation	  1995).	  	  
La funzione del fattore XIIIa è di rendere stabile il polimero e agisce mediante la 
formazione di legami covalenti interni tra la γ406 lisina di una delle catene γ e la 
γ398/399 glutammina dell’altra (Doolittle et al., 1971; Chen et al., 1971; Purves 
et al.,1987), formando quindi dimeri γ-γ. 
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Infine, la formazione del coagulo di fibrina dipende dall’alta concentrazione di 
monomeri di fibrina; il coagulo non si forma se i monomeri di fibrina sono 
presenti a bassa concentrazione. 
Il risultato finale è un’estesa rete di fibrina resistente alla fibrinolisi. 
 
 
2.4. Alterazioni patologiche del fibrinogeno 
 
Anomalie nella produzione o nella funzionalità del fibrinogeno possono essere 
congenite o acquisite e, generalmente, consistono nella diminuita produzione 
della molecola (afibrinogenemia e ipofibrinogenemia), o nella produzione 
normale di molecole non funzionanti (disfibrinogenemia). 
 
 
2.4.1. Forme congenite 
 
Le forme congenite sono solitamente dovute a mutazioni geniche. 
 
• Nell’afibrinogenemia congenita vi è l’assente produzione di molecole di 
fibrinogeno funzionanti ed è associata alla tendenza spontanea al 
sanguinamento, molto variabile, da lieve a severa, che può mettere in 
pericolo la vita del soggetto affetto. Il sanguinamento inizia già nel 
periodo neonatale e nell’85% dei casi si presenta sanguinamento del 
cordone ombelicale (Mannucci et al., 2004) o sanguinamento dentro la 
pelle, nel tratto gastrointestinale, nel tratto genitourinario e nel 5% dei casi 
a livello del sistema nervoso centrale (Acharya et al., 2004, Peyvandi et 
al., 2002). Nelle donne può portare a menorragia, aborti nel primo 
trimestre di gravidanza e a emorragie, prima e dopo il parto (Mondhiry et 
al., 1994, Kobayashi et al., 1996). 
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• L’ipofibrinogenemia congenita consiste in una ridotta produzione di 
molecole di fibrinogeno funzionanti ed è associata a sanguinamenti più 
lievi spesso in seguito a interventi chirurgici o traumi rispetto ad eventi 
spontanei (80% contro 20%) (Acharya et al., 2004). 
 
• La disfibrinogenemia congenita consiste nella produzione normale di 
fibrinogeno anomalo. È causata da mutazioni di un singolo aminoacido in 
una delle tre catene della molecola del fibrinogeno con effetti sulle sue 
proprietà funzionali come rilascio dei fibrinopeptidi ritardato o assente, 
polimerizzazione della fibrina anomala  o riduzione del legame della 
trombina. 
I pazienti affetti hanno un fenotipo clinico imprevedibile. Su un campione 
di 250 pazienti il 53% si è rivelato asintomatico, il 26% ha mostrato una 
moderata tendenza al sanguinamento, e il 21% ha manifestato trombosi, in 
alcuni associata a sanguinamento (Hans et al., 2001). 
Le manifestazioni emorragiche includono epistassi, facilità nella comparsa 
di ecchimosi, menorragia, ematomi, emartro, sanguinamento 
postoperatorio, prima e dopo il parto e ritardo nella guarigione di ferite 
(Gralnick et al., 1995). 
Le manifestazioni trombotiche includono trombosi venosa degli arti 
inferiori, tromboflebite, embolia polmonare, trombosi arteriosa che può 
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2.4.2. Forme acquisite 
 
Tra le forme acquisite la disfibrinogenemia è la più frequente. Questa risulta 
associata a malattie come la cirrosi (Reganon et al., 1987), malattie del fegato 
croniche o acute (Francis et al., 1982), a tossicità da paracetamolo (Martinez et 
al., 1978), a cisti del coledoco nel tratto biliare (Levy et al., 1987) o ittero 
ostruttivo (Ashby et al., 1986). 
La disfibrinogenemia acquisita è inoltre un marcatore neoplastico in caso di 
epatomi e carcinomi alle cellule renali (Von Felton et al., 1969, Gralnick et al., 
1978, Ballard et al., 1981, Dawson et al., 1985), presente al momento della 
diagnosi che scompare alla remissione del tumore, per poi riapparire se il tumore 
si ripresenta. Il meccanismo fisiopatologico alla base è un aumento dei residui di 
acido sialico a livello delle catene Bβ e delle γ (Martinez et al., 1983) che 
comporta un aumento di cariche negative e la conseguente riduzione della 
polimerizzazione della fibrina (Dang et al., 1989; Martinez et al., 1978). È 
difficile stabilire se e in che grado la disfibrinogenemia contribuisca alle 
manifestazioni emorragiche o trombotiche, in parte perché i pazienti affetti da 
epatopatie sviluppano varie anomalie della coagulazione (come deficit dei fattori 
vitamina K dipendenti o piastrinopenia) (Mammen et al., 1994). 
Le disfibrinogenemie acquisite si possono riscontrare anche in soggetti sottoposti 
a particolari terapie come mitramicina usata in caso di ipercalcemia (Ashby et 
al.,1986), o in soggetti che producono autoanticorpi diretti contro la molecola del 
fibrinogeno, che interferiscono con il rilascio del FPB senza però influenzare il 
FPA (Llobet et al.,2007), o con il clivaggio del FPA, ostacolando la conversione 
del fibrinogeno, mediata dalla trombina, in fibrina (Gris et al., 1992), o con i 
legami stabilizzanti del fattore XIIIa. Nonostante lo sviluppo di anticorpi diretti 
contro il fibrinogeno o la fibrina sia raro, quando avviene sono le intere molecole 
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2.5. Test di laboratorio per valutare le alterazioni quantitative e qualitative 
del fibrinogeno 
 
La diagnosi di laboratorio volta a valutare le malattie del fibrinogeno si basa 
inizialmente su due test di screening sensibili ma non specifici ovvero il tempo di 
trombina e il tempo di reptilasi: 
 
• Tempo di trombina (TT): misura il tempo che impiega il plasma a 
coagulare dopo l’aggiunta di una concentrazione standard di trombina 
(Harnson et al.,1988). La trombina agisce direttamente sul fibrinogeno 
convertendolo in fibrina mediante clivaggio dei fibrinopeptidi ed è 
indipendente da tutti gli altri fattori della coagulazione. La presenza di 
fibrinogeno anomalo aumenta il tempo di trombina, inibendo il rilascio del 
FPA e FPB o la polimerizzazione dei monomeri di fibrina (Haverkate et 
al.,1995). Ci sono anche altre condizioni che possono portare ad un 
allungamento del TT per esempio bassi livelli di fibrinogeno, aumento dei 
prodotti di degradazione della fibrina o l’uso di eparina. In un solo caso di 
disfibrinogenemia è stato osservato un accorciamento del TT (Ebert et 
al.,1994). 
 
• Tempo di Reptilasi (RT): misura il tempo di coagulazione del plasma 
dopo l’aggiunta di reptilasi. Questo test è effettuato per rilevare anomalie 
nella molecola di fibrinogeno ed è vantaggioso poiché non è influenzato 
da eparina. La reptilasi è un enzima che si trova nel veleno dei serpenti del 
genere Bothrops e agisce in maniera diversa dalla trombina perché è 
coinvolto nel clivaggio solo del FPA (Blomback et al.,1958, Holleman et 
al.,1976). Il test risulta allungato in caso di disfibrinogenemia perché la 
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Questi test risultano allungati in caso di disfibrinogenemia, si procede allora con 
test più specifici ossia la misurazione dei livelli di fibrinogeno nel plasma per la 
conferma diagnostica. La determinazione del fibrinogeno può essere eseguita 
mediante: 
 
• Metodo di Clauss (metodo funzionale): misura il tempo che il plasma 
impiega a formare il coagulo di fibrina in seguito all’aggiunta di alte 
concentrazioni di trombina (NCCLS, 1994). In presenza di un eccesso di 
trombina, il fibrinogeno si trasforma in fibrina e il tempo di formazione 
del coagulo è inversamente proporzionale alla concentrazione di 
fibrinogeno presente nel plasma. La concentrazione di fibrinogeno nel 
plasma del paziente si ricava confrontando il valore ottenuto con una 
curva standard relativa a tempi di coagulazione di un plasma normale, di 
cui è nota l’attività del fibrinogeno. Un approccio alternativo per misurare 
l’attività del fibrinogeno è il metodo basato sul tempo di protrombina (PT) 
(De Cristofaro et al.,1998). Il PT si può definire come il tempo che 
impiega il plasma a coagulare in seguito all’aggiunta di tromboplastina ed 
è quindi una misura della via estrinseca della coagulazione. La 
derivazione dei livelli di fibrinogeno sulla base del PT si ottiene valutando 
il PT del paziente sulla base della variazione della densità ottica ottenuta 
dal campione di plasma del paziente, confrontato con una curva standard 
relativa alla torbidità massima del coagulo di un plasma normale, di cui è 
nota l’attività del fibrinogeno. La densità ottica è una misura della 
concentrazione di fibrinogeno presente nel campione in esame. 
 
• Metodo immunologico: permette di determinare la concentrazione di 
fibrinogeno nel campione mediante tecnica ELISA o mediante 
nefelometria. 
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In alcuni casi il TT risulta allungato mentre la concentrazione di fibrinogeno nel 
plasma risulta normale (Ashby et al.,1986 Palascak et al., 1977). Per stabilire se 
la causa è la presenza di fibrinogeno anomalo viene eseguito un altro test: 
 
• Studi di mixing per valutare il tempo di trombina (1:1) (Ashby et al., 
1986), eseguito in due parti. Nella prima parte, il TT è determinato su 
plasma del paziente cui è aggiunto un pool di plasma normale, in rapporto 
1:1. 
Nella seconda parte, il TT è determinato su plasma del paziente 
defibrinato (mediante riscaldamento a 56° per 10 minuti) a cui è aggiunto 
un pool di plasma normale, in rapporto 1:1. 
In caso di disfibrinogenemia, il TT risulta allungato solo nel primo test e 
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2.6. Casi in letteratura di disfibrinogenemia acquisita da catene leggere 
libere delle immunoglobuline 
 
Una situazione inusuale si verifica quando l’inibizione della polimerizzazione 
della fibrina è causata da una singola catena leggera delle immunoglobuline, 
invece che da un’intera molecola anticorpale. 
Un caso di disfibrinogenemia acquisita causata dalla produzione monoclonale di 
catene leggere delle immunoglobuline di tipo λ è stato riportato in letteratura. Il 
paziente oggetto di studio è un uomo di 63 anni caucasico, indagato per una 
possibile disfibrinogenemia in seguito al riscontro di un profilo coagulativo 
anomalo durante test ematologici di routine eseguiti prima di un intervento 
chirurgico. Nonostante la negatività a sanguinamenti o facilità di ecchimosi, 
mostrava bassi valori di fibrinogeno funzionale e un tempo di trombina (TT) 
allungato che suggerivano una disfibrinogenemia. Furono eseguiti vari test per 
escludere la presenza di mutazioni geniche, di patologie epatiche o di anticorpi 
leganti la molecola di fibrinogeno. Mediante elettroforesi delle proteine del siero 
(sSPE) è stato rilevato che il fibrinogeno del paziente migra più rapidamente 
rispetto un controllo normale. In seguito, è stata eseguita un’immunofissazione 
su siero (sIFE) per le cinque catene pesanti delle immunoglobuline e le due 
leggere, riscontrando la presenza di due bande per la catena leggera λ, una 
migrante normalmente e una alla stessa altezza della banda del fibrinogeno. La 
stessa banda è stata inoltre ritrovata nel fibrinogeno purificato del paziente. 
Inoltre, mentre i livelli di IgA, IgG, IgM e catene leggere di tipo κ erano tutti 
sotto il valore normale, la concentrazione delle catene leggere libere λ nel plasma 
era elevata e il rapporto κ/λ più basso. Complessivamente, questi risultati 
indicano la produzione monoclonale di catene leggere libere di tipo λ che legano 
il fibrinogeno e agiscono da inibitori della polimerizzazione della fibrina, senza 
nessun effetto sul rilascio dei fibrinopeptidi. L’eccesso delle catene λ può 
spiegare la mobilità alterata del fibrinogeno nell’elettroforesi e la presenza di due 
bande nell’IFE. Il sospetto è che le due bande ritrovate nel fibrinogeno purificato 
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siano dovute ad alcune catene λ che si sono dissociate dal fibrinogeno durante 
l’elettroforesi o ad alcune catene non legate purificate durante la precipitazione. 
Poiché alti valori di catene leggere monoclonali sono indicativi di discrasie 
plasmacellulari, il paziente è stato sottoposto a biopsia del midollo osseo ed è 
stato classificato come un caso di gammopatia monoclonale di incerto significato 
(MGUS), spiegando così la notevole produzione di catene immunoglobuliniche. 
Inoltre, il legame delle catene leggere libere al fibrinogeno previene la loro 
filtrazione renale, causando una riduzione dei loro livelli nelle urine. Una volta 
nelle urine le catene λ perdono la loro attività diretta contro il fibrinogeno e 
dimerizzano. Il paziente è stato monitorato per sei mesi durante i quali il suo 
stato clinico non è cambiato significativamente, eccetto che per la riduzione delle 
catene κ e del rapporto κ/λ (Dear et al., 2007). 
Un altro caso di disfibrinogenemia acquisita riguarda una donna di 70 anni 
caucasica affetta da mieloma multiplo, un disturbo delle plasmacellule che causa 
un aumento nella produzione monoclonale delle immunoglobuline, con 
iperviscosità del sangue e sanguinamento in seguito a biopsia del midollo. La 
donna mostrava un aumento delle catene leggere λ, un TT allungato e bassi 
valori di fibrinogeno funzionale. Inoltre, i livelli di fibrinogeno erano 
inversamente correlati ai livelli di paraproteine in circolo e il loro effetto 
inibitorio sulla polimerizzazione della fibrina avveniva solo ad alte 
concentrazioni di IgG (Saif et al., 2001; Butler et al., 1984). La paziente è stata 
trattata con plasmaferesi terapeutica (Szczepiorkowski et al., 2010), risolvendo il 
sanguinamento e dimostrando la presenza di paraproteine nella frazione IgG 
purificata causanti la disfibrinogenemia. 
Un caso simile di disfibrinogenemia acquisita riguarda un uomo caucasico di 64 
anni affetto da mieloma multiplo di tipo IgGλ (O’Kane et al., 1994). Il paziente 
mostrava anomalie nella coagulazione senza però manifestare sanguinamenti, la 
presenza di lesioni multiple e infiltrazioni di plasmacellule. La polimerizzazione 
della fibrina era inibita in modo dose dipendente dalla paraproteina, anche se i 
monomeri di fibrina purificati polimerizzavano normalmente in vitro. Questi 
risultati sembrano dimostrare che la paraproteina interferisce con la formazione 
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della fibrina. Dopo il trattamento con chemioterapia del paziente, la 
concentrazione di paraproteina si è ridotta e la coagulazione è ritornata nella 
norma. 
In questi casi c’era dunque una bassa tendenza al sanguinamento e la presenza di 
catene leggere legate al fibrinogeno che ne riducevano la concentrazione, 
portando a un’anomala polimerizzazione dei monomeri di fibrina. Questi casi 
sottolineano che le catene leggere, anche senza le catene pesanti, hanno 
sufficiente affinità di legame, mediante la loro regione costante o variabile, verso 
il fibrinogeno. Non è chiaro perchè una catena leggera sviluppi affinità nei 
confronti di una molecola come il fibrinogeno e quale sia il sito di legame 
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3. Catene leggere libere delle immunoglobuline 
 
 
3.1. La storia 
 
Le catene leggere libere delle immunoglobuline (Free Light Chains, FLC) 
consistono in catene polipeptidiche non legate alle catene pesanti corrispondenti 
per formare l’anticorpo, come invece normalmente avviene. 
La loro scoperta risale al 1845 quando al medico inglese Henry Bence Jones fu 
spedito un campione di urina di un paziente affetto da “mollities ossium”, con 
forti dolori e fratture alle ossa, da parte del Dr MacIntyre e Dr Watson, “di alto 
peso specifico, che se bollito diventava molto opaco; in aggiunta di acido nitrico 
diventava effervescente e assumeva una colorazione rossastra e quando 
raffreddava formava un precipitato, che scompariva se esposto al calore”. Nel 
1847 H. Bence Jones descrisse le caratteristiche chimico-fisiche del campione di 
urina ipotizzando la presenza di una proteina anomala, deutossido idrato di 
albume, da ricercare in altri casi di mollities ossium. Nel 1909 sono stati riportati 
circa 40 casi di proteinuria di Bence Jones (Weber et al.,1909) e si è pensato che 
la proteina originasse da plasmacellule nel midollo osseo, come sostenuto per la 
prima volta nel 1875 da Waldeyer. Nel 1922, Bayne-Jones e Wilson 
caratterizzarono due tipi di proteine di Bence Jones osservando le reazioni di 
precipitazione usando antisieri di conigli immunizzati con l’urina dei pazienti. 
Ma solo nel 1956 Korngold e Lapiri mostrarono che gli antisieri usati reagivano 
anche contro proteine del mieloma e, per riconoscenza, i due tipi di proteine 
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3.2. Caratteristiche generali e struttura degli anticorpi 
 
Gli anticorpi sono proteine circolanti prodotte in seguito all’esposizione ad agenti 
estranei chiamati antigeni. Gli anticorpi sono diversi e specifici nel riconoscere 
strutture molecolari estranee e sono i principali mediatori dell’immunità umorale. 
La scoperta del loro ruolo protettivo nasce nel 1890 con Emil von Behring e 
Shibasaburo Kitasato quando usarono il siero ottenuto da animali immunizzati 
con una forma attenuata della tossina per trattare alcuni pazienti con difterite. Le 
proteine circolanti responsabili della risposta protettiva furono inizialmente 
chiamate antitossine, poiché la loro azione era rivolta verso le tossine batteriche. 
Con la scoperta che tali proteine potevano reagire anche verso altre sostanze 
presero il nome generico di anticorpi, mentre le sostanze che inducevano la 
produzione o che venivano riconosciute dagli anticorpi presero il nome di 
antigeni. Gli anticorpi, insieme alle molecole del complesso maggiore di 
istocompatibilità (Major Histocompatibility Complex, MHC) e i recettori per 
l’antigene dei linfociti T (T Cell Receptors, TCR), sono le uniche molecole in 
grado di legare l’antigene.  
I primi studi sulla struttura degli anticorpi si basavano su anticorpi purificati dal 
sangue di individui immunizzati con vari antigeni. Tuttavia questo approccio non 
permetteva di definire con precisione la struttura anticorpale poiché il siero 
contiene un insieme di anticorpi diversi, prodotti da molti cloni di linfociti B e 
rivolti contro vari epitopi di un antigene: i cosiddetti anticorpi policlonali. Una 
scoperta molto importante per studiare la struttura degli anticorpi fu quella dei 
pazienti affetti da mieloma multiplo, un tumore monoclonale delle plasmacellule, 
i quali hanno spesso nel sangue e nelle urine grandi quantità di anticorpi identici, 
prodotti dal singolo clone neoplastico. Questi anticorpi monoclonali potevano 
essere purificati e successivamente analizzati nella loro struttura in maniera 
dettagliata. 
Tutti gli anticorpi condividono le stesse caratteristiche strutturali di base, ma 
mostrano una notevole variabilità nelle regioni che legano l’antigene spiegando 
la loro capacità di legarsi a un enorme numero di antigeni strutturalmente diversi. 
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Una molecola anticorpale ha una struttura simmetrica composta da due catene 
leggere (Light Chain, CL) e due catene pesanti (Heavy Chain, CH) identiche, 
legate covalentemente da ponti disolfuro presenti tra residui di cisteine. Ciascuna 
catena pesante ha un peso molecolare compreso tra 50 e 70 kDa e contiene circa 
450 aminoacidi, mentre le catene leggere hanno un peso molecolare di 25 kDa e 
sono costituite da circa 220 aminoacidi. Sia le catene leggere sia le catene pesanti 
contengono una serie di unità omologhe ripetute che si ripiegano a formare una 
struttura globulare definita dominio Ig. Un dominio Ig è formato da due foglietti 
β-planari, tenuti insieme da ponti disolfuro, ciascuno composto da 3-5 nastri 
polipeptidici ad andamento antiparallelo, connessi da brevi anse la cui struttura 
aminoacidica può essere critica per il riconoscimento dell’antigene.  
Entrambi i tipi di catene, leggere e pesanti, presentano regioni variabili (V) 
aminoterminali, che partecipano al riconoscimento dell’antigene, e regioni 
costanti (C) carbossiterminali responsabili delle funzioni effettrici degli 
anticorpi. La regione V di una catena pesante (VH) e la regione V adiacente di 
una catena leggera (VL) formano il sito di legame per l’antigene. Poiché ciascuna 
molecola anticorpale contiene 2 catene pesanti e 2 catene leggere, ogni anticorpo 
possiede almeno 2 siti di legame per l’antigene. È proprio a livello delle regioni 
variabili che si riscontrano le maggiori differenze nella sequenza e nella 
variabilità degli anticorpi: qui è presente la regione ipervariabile. Si tratta di tre 
brevi segmenti presenti nella regione VH e nella regione VL, corrispondenti alle 
tre anse che fuoriescono dalla struttura e che connettono i nastri adiacenti dei 
foglietti β che costituiscono i domini V delle catene pesanti e leggere delle Ig. Le 
regioni ipervariabili hanno una lunghezza di circa 10 aminoacidi e, dal momento 
che sono tre per la catena leggera e tre per la catena pesante, ci saranno 
complessivamente sei regioni ipervariabili, associate a formare una struttura 
tridimensionale. Si può pensare alle anse ipervariabili come a dita che 
fuoriescono da ogni dominio variabile (tre dalla catena leggera e tre dalla catena 
pesante) e che si uniscono per formare il sito di legame per l’antigene. Poiché 
queste sequenze formano una superficie complementare alla struttura 
tridimensionale dell’antigene, le regioni ipervariabili sono anche dette regioni 
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che determinano la complementarietà (Complementarity-Determing Regions, 
CDR). La strategia di limitare la variabilità a tre brevi sequenze permette a tutte 
le immunoglobuline di avere una struttura di base comune, nonostante la 
straordinaria diversificazione della loro specificità. 
Le regioni C della catena pesante interagiscono con molecole e cellule effettrici 
del sistema immunitario e sono responsabili della maggior parte delle funzioni 
biologiche svolte dagli anticorpi; invece le regioni C delle catene leggere non 
partecipano a tali funzioni. 
Le catene leggere e pesanti sono legate tra di loro da ponti disolfuro formati tra 
cisteine della parte carbossiterminale della catena leggera e il dominio CH1 della 
catena pesante; anche le interazioni non covalenti tra i domini VH e VL e tra i 
domini CH e CL contribuiscono alla loro associazione. In modo analogo, le due 
catene pesanti di ogni molecola anticorpale sono legate covalentemente da ponti 
disolfuro. Per capire le associazioni tra le catene delle molecole anticorpali e le 
funzioni delle diverse regioni degli anticorpi furono fondamentali gli esperimenti 
di Rodney Porter. In questi esperimenti le IgG di coniglio venivano tagliate con 
enzimi proteolitici in frammenti con caratteristiche strutturali e funzionali diverse 
e, la regione cerniera, regione delle due catene pesanti situata tra i primi due 
domini costanti, rappresenta il segmento più sensibile all’azione di tali enzimi. 
L’enzima papaina agisce a livello della regione cerniera tagliando le 
immunoglobuline in tre pezzi separati. Due di questi pezzi sono identici e sono 
costituiti dalle catene leggere intere VL e CL associate al frammento VH - CH1 
della catena pesante: vengono chiamati frammento con il sito di legame per 
l’antigene (Fragment,Antigen Binding, Fab) poiché mantengono la capacità di 
legare l’antigene grazie alle catene V. Il terzo pezzo è composto da due 
polipeptidi identici legati da ponti disolfuro contenenti i domini CH2 e CH3 della 
catena pesante che tendono ad aggregarsi e a cristallizzare formando un reticolo e 
sono perciò chiamati frammenti cristallizzabili (Fragment, cristallizable, Fc). 
Quando si usa la pepsina (invece della papaina) la proteolisi avviene in un punto 
distale rispetto la regione cerniera, dando origine a un frammento F (ab’)2, che 
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lega l’antigene e che è costituito dai due Fab legati insieme. La restante parte 
dell’immunoglobulina genera frammenti peptidici [Figura 8]. 
 
 
Figura	  8.	  Struttura	  della	  molecola	  anticorpale	  (tratto	  da	  Immunologia	  cellulare	  e	  molecolare,	  Abbas	  
AK,	  Lichtman	  AH,	  Pillai	  S,	  edizione	  italiana	  a	  cura	  di	  Sozzani	  S.,	  Elsevier,	  Settima	  Edizione).	  
 
 
3.3. Caratteristiche strutturali delle catene leggere 
 
Le catene leggere sono di due tipi, κ e λ, e in un anticorpo è presente solo uno dei 
due tipi di catena. Nell’uomo circa il 60% degli anticorpi è dotato di catene 
leggere κ, mentre il 40% ha catene di tipo λ.  Ciascuna catena leggera libera è 
costituita approssimativamente da 220 aminoacidi in una singola catena 
polipeptidica che è ripiegata a formare i domini della regione costante e variabile. 
Ogni FLC è composta da un dominio N-terminale che contiene la regione 
variabile (VL ) e da un dominio C-terminale con la regione costante (CL), uniti da 
un segmento di giunzione. 
Il grado maggiore di variabilità si ha nella regione ipervariabile presente 
all’interno della regione V, mentre la regione costante mostra poca variabilità 
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eccetto che per le sostituzioni aminoacidiche trovate nei tre allotipi delle 
molecole κ (Udey et al., 1987; Niewold et al., 1996) 
Le FLC hanno dei determinanti antigenici esposti, in grado di reagire con 
l’antisiero, che nel legame con le catene pesanti sono nascosti e perciò definiti 
“hidden” [Figura 9]. Questa caratteristica permette di ottenere antisieri che 
reagiscono solo con i determinanti nascosti della catena leggera, evidenziando 
direttamente e in maniera specifica le catene leggere libere. 
 
	  
Figura	  9.	  Struttura	  di	  una	  molecola	  anticorpale	  con	  catena	  leggera	  e	  pesante	  legate,	  insieme	  alle	  catene	  
leggere	  kappa	  e	  lambda	  libere	  (tratto	  da	  Serum	  Free	  Light	  Chain	  Analysis,	  Bradwel	  AR,	  6th	  ed.).	  
 
 
3.4. Sintesi delle catene leggere 
 
Tre loci separati codificano rispettivamente per le catene pesanti, le catene 
leggere di tipo κ e di tipo λ. 
Nelle catene leggere κ il locus genico è localizzato sul cromosoma 2; invece per 
le catene di tipo λ è localizzato sul cromosoma 22. In ogni locus, l’estremità 5’ è 
occupata da un cluster di segmenti genici V, ciascuno dei quali è costituito da 
circa 300 bp. All’estremità 5’ di ogni segmento V c’è un esone leader che 
codifica per gli ultimi residui N-terminali della proteina generando la cosiddetta 
sequenza leader, la quale svolge un ruolo importante durante la sintesi proteica 
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guidando i polipeptidi nascenti. A monte di ogni esone leader c’è un promotore 
del gene V dove inizia la trascrizione. All’estremità 3’ si trovano i geni J (J da 
joining), lunghi circa 30-50 bp, associati agli esoni che codificano per la regione 
costante. Il numero di geni può variare nei diversi loci e nelle diverse specie. 
Nell’uomo il locus genico per la catena leggera κ ha 35 segmenti dei geni V, 5 
dei geni J e un singolo gene C per il dominio costante. Invece per le catene di 
tipo λ il locus comprende 30 segmenti dei geni V, 8 dei geni J e 4 geni C 
funzionali. 
Le immunoglobuline vengono sintetizzate, assemblate ed espresse come comuni 
proteine in un processo in cui sono previste tappe come la trascrizione, la 
traduzione e infine la secrezione o l’espressione sulla membrana. Nel caso degli 
anticorpi l’evento più importante è la ricombinazione dei loci genici [Figura 10]. 
Le FLC vengono prodotte durante lo sviluppo dei linfociti B e sono espresse 
inizialmente sulla superficie delle cellule pre-B, nelle quali avviene il 
riarrangiamento del gene per la catena leggera. La ricombinazione implica 
l’unione dei segmenti V e J con formazione dell’esone VJ, che è separato dalla 
regione C da un introne che permane nel trascritto primario dell’RNA. Lo 
splicing di quest’ultimo ha come risultato la rimozione dell’introne generando un 




Figura	  10.	  Sintesi	  delle	  catene	  leggere	  (tratto	  da	  Serum	  Free	  Light	  Chain	  Analysis,	  Bradwel	  AR,	  6th	  ed.).	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Le plasmacellule sintetizzano separatamente le catene pesanti che verranno poi 
assemblate alle catene leggere. 
Normalmente sono prodotte circa 500 mg di FLC ogni giorno e, benchè la sintesi 
di catene pesanti e leggere sia un processo molto ben bilanciato, si crede che 
queste ultime siano prodotte in eccesso rispetto alle catene pesanti. In condizioni 
normali, il contenuto di FLC nelle plasmacellule del midollo osseo è di circa 
l’1%, mentre in caso di alterazioni patologiche come il Mieloma Multiplo (MM), 
un tumore delle plasmacellule del midollo osseo, la loro produzione può 
aumentare fino al 90%. 
Come già detto prima, sono prodotte due tipi di catene ovvero κ e λ: le κFLC 
sono monomeriche con peso molecolare di circa 25 kDa mentre le λFLC tendono 
a essere dimeriche, di peso molecolare 45 kDa, anche se è possibile trovare anche 
forme dimeriche o trimeriche delle κFLC. 
 
 
3.5. Clearance e metabolismo  
 
In condizioni normali, le FLC sono metabolizzate abbastanza rapidamente a 
livello renale in base al loro peso molecolare. La forma monomerica, 
caratteristica delle κFLC, è eliminata in 2-4 ore invece la forma dimerica, tipica 
delle λFLC, è eliminata in 3-6 ore. Pertanto, analogamente a quanto accade ad 
altre proteine a basso peso molecolare, le FLC filtrano facilmente attraverso il 
glomerulo renale e sono riassorbite dal tubulo prossimale dove vengono 
catabolizzate ad aminoacidi rimessi in circolo. Grazie a tali meccanismi di 
filtrazione e riassorbimento si previene la perdita di grosse quantità di proteine 
nelle urine [Figura 11]. In condizioni normali, la concentrazione di FLC nelle 
urine è bassa, tra 1 e 10 mg al giorno rispetto ai 500 mg prodotti dal sistema 
linfoide. La loro origine non è chiara, probabilmente entrano nelle urine 
attraverso la superficie mucosale della parte distale del nefrone e dall’uretra, 
insieme alle IgA secretorie, come meccanismo difensivo nei confronti di agenti 
infettivi. 
	   43	  
Se il tubulo prossimale del nefrone è danneggiato o stressato, come in caso di 
esercizio fisico intenso, le FLC filtrate non sono completamente metabolizzate e 
una piccola porzione si può ritrovare nelle urine. Poiché la produzione delle 
catene leggere κ è doppia rispetto alle catene λ, la rimozione più rapida assicura 
che la concentrazione sierica di queste sia comunque circa il 50% più bassa delle 
λ. 
	  
Figura	  11.	  Nefrone:	  processo	  di	  filtrazione,	  metabolismo	  ed	  escrezione	  delle	  FLC	  (tratto	  da	  Serum	  Free	  
Light	  Chain	  Analysis,	  Bradwel	  AR,	  6th	  ed.) 
 
3.6. Alterazioni del metabolismo 
 
Alterazioni nelle FLC si possono riscontrare in caso d’incremento di produzione 
o diminuzione del catabolismo. 
In caso di aumento della produzione, la causa può essere identificata in un 
aumento del numero di cellule produttrici. Gli effetti saranno un aumento delle 
concentrazioni delle FLC in circolo, un loro incremento nel filtrato glomerulare 
e, di conseguenza, un incremento nel riassorbimento tubulare. Per cui le FLC 
possono essere nefrotossiche, portare a sovraccarico tubulare e proteinuria con 
conseguente danno tubulare. 
Una diminuzione del catabolismo può essere dovuta a un deficit del 
riassorbimento tubulare con una normale quantità di FLC in circolo e nel filtrato 
glomerulare, ma una riduzione della quantità di FLC riassorbite e la loro 
conseguente eliminazione nell’urina. 
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3.7. Test diagnostici per la misurazione delle catene leggere libere 
 
Le catene leggere libere delle immunoglobuline rappresentano un importante 
marker diagnostico per gammopatie monoclonali. 
Nella scelta del metodo più adatto per la misurazione delle FLC bisogna tener 
conto di diversi fattori come sensibilità, accuratezza, affidabilità, velocità, costi, 
etc… Un ruolo centrale riveste l’elettroforesi delle proteine del siero (SPE) e 
delle urine (UPE), seguite da immunofissazione sierica (sIFE) e urinaria (uIFE). 
L’elettroforesi delle sieroproteine è una tecnica che permette di separare le 
proteine del siero in base alla loro mobilità in un campo elettrico. Le particelle 
cariche migrano verso l’elettrodo di carica opposta con una velocità di 
migrazione che dipende da numerosi fattori come la propria carica elettrostatica, 
l’intensità del mezzo, la massa, le dimensioni e la forma delle varie particelle. 
In condizioni normali, il tracciato elettroforetico comprende sei frazioni 
proteiche: albumina, α1, α2, β1, β2, γ [Figura 12]; in caso di gammopatia 
monoclonale, le proteine monoclonali migrano come una debole banda nel gel 
elettroforetico mostrandosi con un picco colorato nella regione γ del tracciato, 
fornendo una misura semi-quantitativa [Figura 13].  
 
	  
Figura	  12.	  Tracciato	  delle	  sieroproteine	  
normale	  (tratto	  da	  Serum	  Free	  Light	  Chain	  
Analysis,	  Bradwell	  AR,	  6th	  ed.)	  
	  
	  
Figura	  13.	  Tracciato	  delle	  sieroproteine	  con	  
gammopatia	  monoclonale	  (tratto	  da	  Serum	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In seguito all’identificazione di una componente monoclonale, si procede 
all’immunofissazione delle sieroproteine che consente di identificare e tipizzare 
la componente monoclonale (CM). La SPE mostra una sensibilità compresa tra 
500 e 2000 mg/L (Bradwell et al., 2001) ma non è in grado di identificare bassi 
livelli di proteine monoclonali, invece la sIFE è circa dieci volte più sensibile. 
Ad ogni modo, il siero di pazienti con disordini oligo secretori come mieloma 
multiplo da catene leggere (LCMM), amiloidosi di tipo AL e disordini da 
deposizione delle catene leggere (LCDD), spesso non contengono FLC 
monoclonali ad un livello sufficiente da essere identificate con SPE o sIFE 
(Blade et al.,1999; Drayson et al., 2001; Lachmann et al., 2003). 
L’elettroforesi e l’immunofissazione delle proteine urinarie sono metodi più 
sensibili per rilevare la presenza di una componente monoclonale. Le FLC nelle 
urine possono essere rilevate alla concentrazione inferiore di 20 mg/L, anche se 
alcuni laboratori pongono il loro limite di identificazione a 40-50 mg/L. 
Nel 2001, la disponibilità di saggi immunologici automatizzati per le FLC 
presenti nel siero (Freelite, Binding Site, UK) ha permesso una quantificazione 
più sensibile della componente monoclonale nel siero. Tale test permette una 
misurazione indipendente delle catene leggere libere di tipo κ o λ e calcola il loro 
rapporto κ/λ.  Il test immunologico per le FLC si basa sul riconoscimento degli 
epitopi esposti sulle catene leggere libere mediante l’uso di anticorpi. Si possono 
usare anticorpi monoclonali, i quali hanno però lo svantaggio di riconoscere solo 
un singolo epitopo mentre le FLC prodotte in caso di gammopatie monoclonali 
sono molto eterogenee, o anticorpi policlonali, che sono in grado di riconoscere 
una grande varietà di epitopi delle FLC, comprese le diverse gamme patologiche. 
Per l’analisi delle FLC, sia le catene κ e λ devono essere misurate e il loro 
rapporto calcolato. I risultati sono considerati normali se rientrano negli intervalli 
stabiliti (Katzmann et al., 2002) che sono i seguenti: 
• κ-FLC: 3.3-19.4 mg/L; 
• λ-FLC: 5.7-26.3 mg/L; 
• rapporto κ/λ: 0.26-1.65. 
	   46	  
Il rapporto κ/λ è il parametro più importante per distinguere un aumento delle 
FLC in senso monoclonale o policlonale. 
Un rapporto κ/λ alterato, con aumento di un solo tipo di catena κ o λ, supporta la 
diagnosi di gammopatia monoclonale. Invece, un rapporto κ/λ costante con 
aumento di entrambi i tipi di catene, si possono riscontrare occasionalmente in 
pazienti con aumento policlonale delle FLC, per esempio in caso di disfunzione 
renale, quando l’emivita delle FLC è prolungata da poche ore a diversi giorni con 
un aumento della loro concentrazione di circa 20 volte, e in pazienti che 
presentano ipergammaglobulinemia causata da infezioni o disordini infiammatori 
(Piehler et al., 2008; Vermeersch et al., 2008). 
Il saggio immunologico per la misurazione delle FLC non ha solo valore 
diagnostico ma riveste un ruolo centrale anche nella fase di screening, per 
iniziare precocemente un trattamento in mielomi asintomatici, nel monitoraggio 
della malattia e nella risposta del paziente al trattamento. 
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Scopo dello studio 
 
Lo scopo del nostro studio è stato quello di individuare il meccanismo di legame 
delle catene leggere libere alla molecola di fibrinogeno in un paziente portatore 
di disfibrinogenemia causata da catene leggere libere di tipo κ legate al 
fibrinogeno.  
Dal momento che non è chiaro il tipo di legame che ha consentito a tali molecole 
di legare il fibrinogeno, abbiamo deciso di studiare questo aspetto. Si possono 
ipotizzare diversi meccanismi di legame tra le due molecole: da legami deboli a 
legami più specifici simili a quelli esistenti tra antigene e anticorpo. Sono state 
approntate diverse procedure nel tentativo di chiarire la natura dell’interazione 
utilizzando diversi tipi di reagenti, ognuno agente con un meccanismo differente. 
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Materiali e metodi 
 
4. Campioni biologici 
 
4.1. Paziente del caso clinico in studio 
 
Il caso clinico in studio è riferito ad un paziente di sesso maschile di 65 anni 
giunto all’attenzione della U.O. di Ematologia dell’Azienda Ospedaliero-
Universitaria Pisana in seguito a esami di pre-ospedalizzazione, in previsione di 
un intervento chirurgico, poichè mostrava test coagulativi fortemente alterati, pur 
in assenza di manifestazioni emorragiche. Gli esami svolti mostravano tempo di 
protrombina (PT), tempo di tromboplastina parziale attivata (aPTT) incoagulabili 
e fibrinogeno coagulativo (determinato secondo Clauss) indosabile. Anche il 
tempo di trombina (TT) risultava allungato mentre il fibrinogeno rilevato 
secondo metodo immunologico era nella norma: gli è stata perciò diagnosticata 
una disfibrinogenemia acquisita. In assenza di patologie epatiche o di anticorpi 
interferenti, e in presenza di elevati valori di catene leggere libere di tipo κ, 
veniva valutata l’ipotesi di un possibile legame di tale catena alla molecola di 
fibrinogeno. 
Gli studi sono stati condotti su campioni di plasma del paziente prelevati in data 
06/04/2013 e raccolti in provette contenenti citrato, usato come anticoagulante, 
ottenuti mediante centrifugazione a 3500 RPM (revolutions per minutes, RPM) 
per 10 minuti, aliquotati  e conservati a -80°C. 
 
4.2. Gruppo di controllo di soggetti sani 
 
È stato preso in considerazione un gruppo di controllo, costituito da pazienti sani, 
con un profilo coagulativo nella norma. In questo caso, è stato utilizzato un pool 
di plasma, raccolto in citrato, del gruppo di controllo, ottenuto per 
centrifugazione a 3500 RPM per 10 minuti, aliquotato e conservato a -80°C. 




5.1. Purificazione del fibrinogeno 
 
È possibile ottenere fibrinogeno purificato dal plasma del paziente mediante 
precipitazione del fibrinogeno con etanolo in ghiaccio seguita da dialisi 
all’equilibrio (Ismail, 2012). Con questa procedura possiamo isolare il 
fibrinogeno per poi studiarlo, verificando la possibilità che le catene leggere 




5.1.1. Precipitazione con etanolo in ghiaccio 
 
La metodica prevede la formazione iniziale di un crioprecipitato facendo 
scongelare il campione di plasma citratato a 4°C per due giorni e in seguito 
centrifugato a 4000 RPM per 20 minuti a 4°C. Dopo aver decantato il 
sovranatante, il crioprecipitato di fibrinogeno va risospeso in 0,9 ml di buffer, 
contenente 20 mM tris-base, 55 mM sodio citrato, 27 mM lisina, pH 6.8, e la 
soluzione risultante fatta riposare tutta la notte a temperatura ambiente. 
La formazione iniziale di crioprecipitato, ottenuto per lentissimo scongelamento, 
permette di recuperare una grande quantità di fibrinogeno ed è applicabile a 
campioni di sangue di volumi notevoli (ad esempio sacche di sangue).  
Nel nostro caso non è stato possibile ricorrere alla formazione di crioprecipitato 
avendo a disposizione campioni di plasma di piccoli volumi, i quali vanno 
incontro a rapido scongelamento.  
Pertanto, la metodica è stata applicata direttamente ai campioni di plasma 
citratato scongelati i quali sono stati sottoposti alla prima precipitazione con 
etanolo mediante aggiunta di etanolo puro fino alla concentrazione finale di 
etanolo al 10%. 
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Le soluzioni ottenute sono state poste una notte in bagno di ghiaccio a 4°C ed in 
seguito centrifugate a 4000 RPM per 20 minuti. Dopo la centrifugazione, i 
sovranatanti sono stati decantati mentre i pellet ottenuti risospesi in 0,9 ml di 
buffer. La procedura prevede una seconda precipitazione con etanolo: le 
soluzioni ottenute sono state aggiustate con etanolo per ottenere una 
concentrazione finale del 10% (0,1 ml), poste per due ore in bagno di ghiaccio a 
4°C e poi centrifugate a 4000 RPM per 20 minuti. I sovranatanti sono stati 
decantati e i pellet risospesi in 1 ml di buffer. 
Le soluzioni così ottenute, contenenti il fibrinogeno precipitato dai campioni di 
partenza, sono state sottoposte a dialisi. 
 
5.1.1.1. Precipitazione con etanolo in ghiaccio dei campioni di pool di plasma 
normale e di plasma del paziente 
 
La procedura di precipitazione con etanolo in ghiaccio è stata eseguita su due 
aliquote di diverso volume del pool di plasma normale e su un campione di 
plasma del paziente: 
• aliquota di pool di plasma normale con volume pari a 0,8 ml a cui sono 
stati aggiunti 88,8 µl di etanolo (precipitazione 1); 
• aliquota di pool di plasma normale con volume pari a 3 ml a cui sono stati 
aggiunti 333,3 µl di etanolo (precipitazione 2); 
• aliquota di plasma del paziente con volume pari a 3 ml a cui sono stati 
aggiunti 333,3 µl di etanolo. 
Dopo incubazione e centrifugazione, i pellet ottenuti sono stati risospesi in 0,9 ml 
di buffer e aggiustati con 0,1 ml di etanolo. Le soluzioni sono state nuovamente 
lasciate in incubazione, poi centrifugate e i pellet risospesi in volumi differenti di 
buffer: 
• 1 ml per il precipitato ottenuto dalla prima aliquota di pool normale (0,8 
ml); 
• 0,8 ml per il precipitato ottenuto dalla seconda aliquota di pool normale (3 
ml); 
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• 1 ml per il precipitato ottenuto da plasma del paziente. 
Nel precipitato ottenuto dalla seconda aliquota di pool normale (con volume di 3 
ml), è stato scelto di utilizzare un volume di solvente inferiore (0,8 ml) rispetto a 




5.1.2. Dialisi all’equilibrio 
 
La dialisi all’equilibrio rappresenta quindi il processo finale nella procedura di 
purificazione del fibrinogeno. 
La dialisi è una tecnica che permette di separare una o più molecole presenti in 
soluzione sulla base delle loro dimensioni, mediante l’utilizzo di membrane 
semipermeabili che permettono il passaggio selettivo di molecole. Le membrane 
da dialisi sono costituite da cellulosa semipermeabile e dotate di pori di 
dimensioni approssimativamente costanti, con cut off diversi, che lasciano 
passare solo molecole di piccole dimensioni. Il movimento delle molecole è 
dovuto a una differenza di concentrazione di ciascuna di esse tra i soluti presenti 
nei due compartimenti. Considerando due camere, separate da una membrana da 
dialisi, una contenente la soluzione che vogliamo separare con una proteina di 
dimensioni maggiori a quelle dei pori, sali e piccole molecole, e l’altra 
contenente una soluzione diluita, le molecole a basso peso molecolare potranno 
diffondere da una camera all’altra, fino al raggiungimento di una situazione 
d’equilibrio, in cui la concentrazione delle due camere sarà uguale. Le proteine, 
invece, saranno ancora tutte nel loro settore originario così che il risultato ci 
permette di ottenere una diluizione della concentrazione di piccole molecole nel 
comparto proteico (Figura 14).  
Seguendo la metodica, è stata preparata la soluzione esterna di NaHCO3 al 2%, 
solubilizzando 6 g di NaHCO3 in 300 ml di acqua distillata, con l’aggiunta di 
acido etilendiamminotetraacetico (EDTA) 1mM. Nella soluzione è stato inserito 
un magnete ed è stata portata a ebollizione su di un agitatore con piastra termica. 
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Una volta raggiunto il punto di ebollizione, sono state aggiunte le membrane da 
dialisi e sono state fatte bollire per 10 minuti in agitazione. Le membrane sono 
poi state trasferite in acqua distillata a temperatura ambiente, dove sono state 
lavate utilizzando pipette da 10 ml e portate nuovamente a ebollizione per 10 
minuti. Poi, sono state fatte raffreddare sempre all’interno dell’acqua distillata. 
Una volta fredde, sono stati preparati i sacchetti da dialisi facendo un nodo a 
un’estremità di ciascuna membrana e lasciando libera l’altra estremità per 
inserirvi i campioni, ovvero le soluzioni di fibrinogeno precipitato 
precedentemente, con l’aiuto di una pipetta. Dopo l’inserimento, l’estremità 
rimasta aperta è stata chiusa con un nodo e i sacchetti così formati sono stati 
trasferiti in un becker contenente 1.5 l di soluzione, preparata mediante 
solubilizzazione di 14.3 g di PBS Dulbecco in 1.5 l di acqua distillata, e fissati 
sul fondo con l’aiuto di una pipetta. Sono stati lasciati dializzare tutta la notte in 
agitazione a temperatura ambiente. 
Il giorno seguente il campione ottenuto da ciascun sacchetto da dialisi è stato 
raccolto in provetta e conservato a 4°C. Se non utilizzato si mantiene stabile a -
80°C. 
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5.2. Determinazione nefelometrica di fibrinogeno e catene leggere libere 
 
La concentrazione di fibrinogeno e catene leggere libere è stata valutata mediante 
nefelometria utilizzando il nefelometro BNII (Siemens Healthcare Diagnostics, 
GmbH, Germany).  
La nefelometria è una tecnica di analisi che permette la quantificazione di 
specifiche proteine e altri composti presenti in un campione biologico, basandosi 
sulla formazione di complessi antigene-anticorpo che disperdono, 
proporzionalmente alla loro quantità, un raggio di luce. Il campione da analizzare 
viene aggiunto alla cuvetta di reazione contenente la soluzione con l’anticorpo 
specifico, fornito dalla ditta. L’antigene da ricercare, se presente, reagisce con 
l’anticorpo specifico, portando alla formazione di un immunocomplesso. Al 
termine della reazione, un raggio di luce della lunghezza d’onda di 840 nm, viene 
fatto passare attraverso la cuvetta di reazione e viene disperso proporzionalmente 
alla quantità di immunocomplesso formato. La luce dispersa è determinata 
misurandone l’intensità con una particolare angolazione rispetto alla sorgente 
luminosa. L’anticorpo nella cuvetta è in eccesso, in modo che la quantità di 
immunocomplesso formatosi sia proporzionale alla concentrazione dell’antigene. 
I valori ottenuti vengono confrontati con curve di calibrazione allestite 
precedentemente dallo strumento usando degli standard forniti dal kit e 
sottoposte a periodici controlli di qualità. 
In particolare, per il dosaggio del fibrinogeno è stato usato il reattivo N Antisiero 
anti-Fibrinogeno umano (della Siemens Healthcare Diagnostics, GmbH, 
Germany) e per quello delle catene leggere libere i reattivi Freelite Kappa Libere 
Umane e Freelite Lambda Libere Umane (The Binding Site Group, Birmingham, 
UK). I reattivi utilizzati per il dosaggio delle FLC sono costituiti da anticorpi 
policlonali diretti contro epitopi nascosti delle catene leggere libere, adesi a 
lattice di polistirene, e ottenuti mediante immunizzazione di pecore con molecole 
κ e λ purificate da campioni di urine di pazienti con proteinuria di BJ. 
Dall’antisiero sono stati adsorbiti gli anticorpi diretti contro gli epitopi non 
specifici per le FLC, permettendogli di legare esclusivamente le FLC e non le 
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5.3. Rottura del legame anticorpo-antigene 
 
Ipotizzando un legame simile a quello esistente tra anticorpo e antigene, nel 
tentativo di chiarire il tipo di legame tra la molecola di fibrinogeno e le catene 
leggere libere sono stati impiegati reagenti diversi. 
 
 
5.3.1. Trattamento con glicina a pH acido 
 
Nella prima prova sono stati aggiunti 100 µl di glicina 0,1 M pH 2,8 a 100 µl di 
fibrinogeno purificato dal pool di plasma normale (ottenuto dalla precipitazione 
1) e 100 µl di fibrinogeno purificato dal plasma del paziente. Le soluzioni sono 
state lasciate in incubazione a temperatura ambiente per 30 minuti e poi 
analizzate al nefelometro.  
Successivamente, le soluzioni sono state trattate con Tris base 1 M per riportare 
il pH a valore neutro e quindi ottimale per la reazione antigene-anticorpo. Le 




5.3.2. Trattamento con soluzione salina ad elevata concentrazione  
 
Nella seconda prova sono stati aggiunti 100 µl di NaCl 2 M a 100 µl di 
fibrinogeno del pool di plasma di controllo e a 100 µl di fibrinogeno purificato 
dal plasma del paziente. Le soluzioni preparate sono state poste in incubazione a 
temperatura ambiente per 30 minuti e poi analizzate al nefelometro. 
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5.4. Cromatografia ad esclusione molecolare 
 
La cromatografia ad esclusione molecolare, o gel filtrazione, è una tecnica che 
permette di separare le molecole discriminandole sulla base dei loro diversi pesi 
molecolari. In questa tecnica possiamo distinguere una fase stazionaria e una fase 
mobile. La fase stazionaria è costituita da resine come l’acrilamide o il destrano, 
sotto forma di microsfere, chimicamente inerti, con pori di un determinato cut-
off che possono essere attraversati solo da molecole di certe dimensioni. La fase 
mobile è rappresentata da un solvente organico o acquoso che eluisce i soluti 
attraverso la colonna cromatografica. Il principio alla base della cromatografia ad 
esclusione molecolare è quello della gel filtrazione. La tecnica prende il nome dal 
fatto che le resine, impregnandosi d’acqua, diventano dei veri e propri gel 
comportandosi come un setaccio molecolare. La gel filtrazione si esegue 
riempiendo una colonna, contenente la fase stazionaria, con la soluzione da 
separare e facendo fluire la fase mobile. Il principio alla base è che durante 
l’eluizione attraverso la resina, le molecole con dimensioni troppo grandi rispetto 
ai pori saranno escluse e saranno eluite insieme al solvente molto rapidamente; 
invece le molecole più piccole penetrano dentro i pori della resina, migrano più 
lentamente e il tempo necessario alla loro eluizione è proporzionale al loro peso 
molecolare. Il passaggio delle sostanze eluite è registrato da un rivelatore posto 
in fondo all’apparecchio, in questo caso uno spettrofotometro UV collegato a un 
computer, che misura l’assorbanza a 280 nm sfruttando la capacità degli 
aminoacidi aromatici di assorbire la luce a questa lunghezza d’onda. I dati 
elaborati costituiscono un cromatogramma, un grafico che riporta l’assorbanza in 
funzione del volume di eluizione. Un tipico profilo di eluizione o 
cromatogramma mostra le molecole più grandi che non sono entrate nella 
matrice e sono eluite più rapidamente nel volume vuoto o V0, poiché passano 
attraverso la colonna alla stessa velocità del flusso del buffer. Le molecole con 
accesso parziale ai pori della matrice eluiscono dalla colonna in base al peso 
molecolare in ordine decrescente. Le molecole piccole che, invece, hanno pieno 
accesso ai pori, sono intrappolate nel gel e sono eluite più lentamente. Queste 
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molecole di solito sono eluite appena prima di un volume totale di colonna o Vt 
(del buffer che è passato attraverso la colonna) [Figura 15]. Inoltre, il grafico 
mostra dei picchi di diversa ampiezza in base alla concentrazione della sostanza.  




Figura	  15.	  Cromatogramma. 
 
 
La separazione delle proteine è stata eseguita su campioni di plasma mediante 
l’impiego di un sistema FPLC (fast protein liquid chromatography, AKTA 
purifier, GE Healthcare) dotato di una colonna cromatografica ad esclusione 
molecolare ed un rilevatore UV-900 (GE Healthcare Europe).  
Per la corsa cromatografica dei nostri campioni è stata utilizzata la colonna ad 
esclusione molecolare impaccata con il Gel Superose 6 10/300 (GE Healthcare 
Europe) in grado di separare proteine con pesi molecolari compresi tra 5000 e 
500000 Da.  
Ciascun campione è stato centrifugato a 12000 g per 10 minuti a 4°C e di 
ciascuno sono stati iniettati manualmente 100 o 150 µl, separato con velocità di 
flusso pari a 0,5 ml/min, con tampone di corsa NaPO4 0,05 M pH 7.4 contenente 
0.15 M di NaCl. Sono state raccolte frazioni di eluizione con volume di 500 µl. 
L’eluato delle frazioni selezionate è stato poi analizzato al nefelometro per la 
quantificazione di fibrinogeno e catene leggere libere. 
  





6. Purificazione del fibrinogeno 
 
La procedura di purificazione del fibrinogeno mediante precipitazione con 
etanolo in ghiaccio e dialisi all’equilibrio, permette di isolare il fibrinogeno e 
valutare l’eventuale precipitazione delle catene leggere libere ad esso legate. 
Per la procedura di purificazione, è stato utilizzato un campione di plasma 
citratato del paziente in studio, prelevato in data 06/04/2013, e un campione di 
pool di plasma normale, derivato da soggetti con test coagulativi nella norma, da 
cui sono state ottenute soluzioni di fibrinogeno purificato. Per quanto riguarda il 
pool di plasma normale sono state operate due purificazioni: una che ha ridissolto 
il precipitato in una quantità maggiore di solvente (precipitazione 1) e una che ha 
ridissolto il precipitato in un minor volume in modo da avere una concentrazione 
maggiore della proteina (precipitazione 2). I risultati sono esposti nella Tabella 1. 
 
 
7. Dosaggio di fibrinogeno e catene leggere libere di tipo κ presenti nei 
campioni in seguito alla procedura di purificazione 
 
Nei campioni di fibrinogeno purificato da pool è stata dosata la concentrazione di 
fibrinogeno e in quello ottenuto da plasma del paziente anche quella delle FLC 
mediante test nefelometrico. Poiché la componente monoclonale responsabile 
della disfibrinogenemia nel paziente del caso clinico in studio è di tipo κ si è 
proceduto soltanto al dosaggio della suddetta catena leggera.  
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Tabella	  1.	  Sono	  riportati	  i	  volumi	  iniziali	  di	  plasma	  dei	  campioni	  (ml),	  i	  volumi	  di	  solvente	  usato	  per	  la	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Come è possibile notare dai dati riportati in tabella, l’analisi nefelometrica nel 
campione di fibrinogeno purificato del paziente ha messo in evidenza la presenza 
di FLC-κ, suggerendo la precipitazione insieme ad esso e pertanto sembra che la 
procedura di purificazione non alteri il legame presente tra di loro.  
La procedura di purificazione è stata eseguita su campioni di plasma aventi 
differente volume: due aliquote di pool di plasma normale rispettivamente di 0,8 
e 3 ml e un campione di plasma del paziente di 3 ml. Poiché è stato utilizzato un 
minor volume (0,8 ml) di pool di plasma normale rispetto agli altri due campioni 
(3ml), le concentrazioni di fibrinogeno e FLC-κ dosate sono state normalizzate 
per lo stesso volume: la concentrazione di fibrinogeno è stata quindi calcolata 
qualora questo fosse stato ridissolto nel volume del campione di partenza al fine 
di valutare la resa e pertanto la bontà della procedura di precipitazione. Dopo 
purificazione la concentrazione di fibrinogeno dosata era pari a: 
• 364 mg/dl nel campione del paziente;  
• 88,10 mg/dl nella prima aliquota di pool di plasma normale, 
concentrazione normalizzata a 330 mg/dl; 
• 941 mg/dl nella seconda aliquota di pool di plasma normale, il cui 
precipitato è stato ridissolto in un minor volume di solvente per 
concentrare maggiormente la proteina. 
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8. Procedure per tentare il distacco della catena leggera libera κ  dalla 
molecola di fibrinogeno 
 
Ipotizzando un legame altamente specifico tra catena leggera libera κ e 
fibrinogeno, simile a quello esistente tra anticorpo e antigene, sono state 
utilizzate due diverse procedure mediante l’utilizzo di glicina a pH acido e 
soluzione salina ad elevata concentrazione nel tentativo di separare le due 
molecole. 
I due trattamenti sono stati operati sui campioni di fibrinogeno purificato da 
plasma normale ottenuto dalla precipitazione 1 (concentrazione di fibrinogeno 




8.1. Trattamento con glicina a pH acido 
 
A entrambi i campioni è stata aggiunta glicina in egual volume. 
Nel campione purificato da pool di plasma normale, la concentrazione di 
fibrinogeno rilevata (160 mg/dl) era pressoché simile a quella attesa (165 mg/dl) 
dopo diluizione. Invece, nel campione purificato da plasma del paziente la 
concentrazione di fibrinogeno rilevata (139 mg/dl) era inferiore rispetto a quella 
attesa (182 mg/dl) dopo diluizione, suggerendo la possibilità che il pH acido 
della glicina interferisse con il dosaggio nefelometrico del fibrinogeno dal 
momento che questo è eseguito con metodica immunochimica.  
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Tabella	  2.	  Concentrazioni	  di	  fibrinogeno	  osservate	  prima	  del	  trattamento	  con	  glicina	  0,1	  M	  pH	  2,8	  e	  
concentrazioni	  attese	  e	  osservate	  dopo	  il	  trattamento.	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Pertanto abbiamo tentato di riportare il pH a valore neutro mediante l’aggiunta di 
Tris base 1 M e ridosare rapidamente il fibrinogeno senza dare il tempo alla 
catena leggera di legarsi nuovamente. La quantità di Tris base da utilizzare è 
stata determinata analiticamente mediante aggiunta di quantità crescenti di 
tampone fino al raggiungimento di un valore di pH neutro misurato mediante pH-
metro. Nonostante il valore di pH prossimo alla neutralità, la concentrazione di 
fibrinogeno rilevata (122 mg/dl) era comunque inferiore rispetto a quella attesa 
dopo diluizione (179 mg/dl). I risultati ottenuti sono riportati nella Tabella 3. 
 
Tabella	  3.	  Concentrazioni	  osservate	  di	  fibrinogeno	  prima	  del	  trattamento	  con	  Tris	  Base	  1	  M	  e	  
concentrazioni	  attese	  e	  osservate	  dopo	  il	  trattamento.	  
 
Campione 
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8.2. Trattamento con soluzione salina ad elevata concentrazione 
 
Un altro reagente usato nel tentativo di staccare le catene leggere libere di tipo κ 
dal fibrinogeno è una soluzione salina ad elevata concentrazione.  
A entrambi i campioni è stato aggiunto NaCl in egual volume. 
Nel campione purificato da pool di plasma normale, la concentrazione di 
fibrinogeno osservata (138 mg/dl) era prossima a quella attesa (165 mg/dl) dopo 
diluizione. Anche nel campione purificato da plasma del paziente la 
concentrazione di fibrinogeno osservata (165 mg/dl) stavolta era prossima a 
quella attesa (182 mg/dl). I dati sono riportati in Tabella 4. 
 
 
Tabella	  4.	  Concentrazioni	  di	  fibrinogeno	  osservate	  prima	  del	  trattamento	  con	  NaCl	  2	  M	  e	  
concentrazioni	  attese	  e	  osservate	  dopo	  il	  trattamento.	  
 
Campioni 
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Dopo aver osservato che l’aggiunta di NaCl non interferiva con il dosaggio 
nefelometrico del fibrinogeno, è stato verificato l’effetto di tale trattamento sulle 
FLC-κ procedendo al loro dosaggio in entrambi i campioni. L’analisi 
nefelometrica ha rivelato, in entrambi i casi, una concentrazione osservata (0,55 
mg/dl per il pool e 206 mg/dl per il paziente) di poco o molto maggiore rispetto a 
quella attesa (rispettivamente 0,5 e 122 mg/dl), escludendo quindi la possibilità 
di interferenza [Tabella 5]. 
 
Tabella	  5.	  Concentrazioni	  di	  FLC-­‐κ 	  osservate	  prima	  del	  trattamento	  con	  NaCl	  2	  M	  e	  concentrazioni	  
attese	  e	  osservate	  dopo	  il	  trattamento.	  
 
Campioni 
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8.3. Confronto tra i due trattamenti usati 
 
Nella tabella seguente [Tabella 6] sono state riportate le concentrazioni di 
fibrinogeno osservate nel campione di pool di plasma normale e in quello del 
paziente, prima e dopo il trattamento con la soluzione di glicina a pH acido e la 
soluzione salina ad elevata concentrazione, e le concentrazioni attese dopo 
diluizione. 
 
Tabella	  6.	  Confronto	  tra	  le	  concentrazioni	  di	  fibrinogeno	  osservate	  in	  seguito	  ai	  due	  diversi	  












































Dal confronto tra i due trattamenti usati è stato possibile notare che: 
• nel campione purificato da pool di plasma normale la concentrazione di 
fibrinogeno osservata era prossima a quella attesa sia in seguito al 
trattamento con glicina a pH acido che con NaCl ad elevata 
concentrazione; 
• nel campione purificato da plasma del paziente la concentrazione di 
fibrinogeno osservata dopo trattamento con NaCl era prossima a quella 
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attesa ed era migliore rispetto a quella osservata dopo trattamento con 
glicina. 
 
Abbiamo quindi ipotizzato che l’NaCl fosse il reagente maggiormente indicato al 
nostro scopo, ovvero cercare di staccare le FLC-κ dal fibrinogeno usando un 
reagente che non interferisse notevolmente con i dosaggi nefelometrici. 
 
 
Concludendo, le concentrazioni di fibrinogeno e FLC-κ osservate prima del 
trattamento con NaCl, quelle attese e quelle osservate dopo il trattamento sono 
state riportate nella seguente tabella riassuntiva [Tabella 7]. 
 
Tabella	  7.	  Concentrazioni	  di	  fibrinogeno	  e	  FLC-­‐κ 	  osservate	  prima	  del	  trattamento	  con	  NaCl	  2	  M	  e	  














dopo il trattamento  
Fibrinogeno FLC-κ Fibrinogeno FLC-κ Fibrinogeno FLC-κ 
Fibrinogeno 
purificato 
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9. Cromatografia ad esclusione molecolare dei campioni di fibrinogeno 
purificato, prima e dopo il trattamento con soluzione salina ad elevata 
concentrazione, e dosaggio nefelometrico di fibrinogeno e FLC-κ  nelle 
frazioni di eluizione raccolte dalla corsa cromatografica 
 
Per verificare l’ipotesi che le FLC-κ siano state staccate dal fibrinogeno in 
seguito al trattamento con soluzione salina ad elevata concentrazione, è stata 
impiegata una cromatografia ad esclusione molecolare, la quale permette di 
separare le proteine in base al loro peso molecolare. 
La corsa cromatografica è stata eseguita sui seguenti campioni di fibrinogeno 
purificato da: 
 
• pool di plasma normale (precipitazione 1);  
• pool di plasma normale (precipitazione 1) + NaCl; 
• plasma del paziente prelevato in data 06/04/2013; 
• plasma del paziente + NaCl; 
 
Nelle frazioni di eluizione raccolte dalla corsa cromatografica dei nostri 
campioni è stato possibile dosare il fibrinogeno e le FLC-κ. 
Per ciascun campione, le proteine sono state ricercate nelle frazioni 
corrispondenti ai picchi presenti nel tracciato cromatografico.  
Inoltre, sulla base di una curva di calibrazione calcolata utilizzando le proteine 
purificate con massa molecolare nota, è stato possibile stabilire una 
corrispondenza tra volume di eluizione e peso molecolare, permettendoci, così, 
di ipotizzare in quali frazioni possono essersi distribuiti fibrinogeno e FLC-κ e 
quindi in quali ricercarli. 
Di volta in volta il numero delle frazioni analizzate ha subito piccoli 
cambiamenti in base alla distribuzione delle proteine osservata nel tracciato 
cromatografico. 
Con il colore rosso sono state evidenziate le frazioni analizzate. 
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9.1. Pool di plasma normale (precipitazione 1) 
 
9.1.1. Cromatogrammi del campione di fibrinogeno purificato da pool di 
plasma normale  	  
La Figura 16 mostra il cromatogramma relativo al campione di fibrinogeno 
purificato da pool di plasma normale (a più bassa concentrazione) prima del 
trattamento con soluzione salina ad elevata concentrazione.  
Il seguente profilo cromatografico mostra: 
• un picco in corrispondenza del peso molecolare del fibrinogeno (340 
kDa), affiancato da un picco di peso molecolare poco inferiore, a volume 
di eluizione compreso tra 14,5 e 17 ml; 
• due picchi corrispondenti a pesi molecolari elevati (oltre 2000 kDa), 
rispettivamente a volume di eluizione di 7,5 ml e 11 ml.  
	  
Figura	  16.	  Cromatogramma	  relativo	  al	  campione	  di	  fibrinogeno	  purificato	  da	  pool	  prima	  del	  





























Volume di eluizione (ml) 
340 kDa 
> 2000 kDa 
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La Figura 17 mostra il cromatogramma relativo al campione di fibrinogeno 
purificato da pool in seguito al trattamento con NaCl. 
Il tracciato mostra: 
• un picco in corrispondenza del peso molecolare del fibrinogeno (340 
kDa), affiancato da un picco di peso molecolare poco inferiore, a volume 
di eluizione compreso tra 14,5 e 17 ml;  
• due picchi corrispondenti a pesi molecolari elevati (oltre 2000 kDa), 
rispettivamente a volume di eluizione di 7,5 ml e 11 ml;  
• un nuovo picco di ampiezza ridotta, affiancato da un picco poco più 
grande, a volume di eluizione compreso tra 21 e 22 ml corrispondente a 
pesi molecolari tra 2 e 1 kDa. 
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La Figura 18 mette a confronto i due profili cromatografici del campione di 
controllo prima e dopo il trattamento con soluzione salina ad elevata 
concentrazione. 
Complessivamente i due profili possono essere considerati sovrapponibili.  
Il profilo cromatografico del campione trattato consiste di picchi di ampiezza 
inferiore rispetto al campione non trattato poiché, in seguito all’aggiunta di NaCl, 
il campione è stato diluito. Per tale motivo le concentrazioni proteiche sono 
ridotte. 
In entrambi i profili cromatografici sono presenti:  
• il picco corrispondente al peso molecolare del fibrinogeno (340 kDa) 
affiancato da un picco di peso molecolare poco inferiore a volume di 
eluizione compreso tra 14,5 e 17 ml;  
• i picchi a pesi molecolari elevati (oltre 2000 kDa) suggestivi per aggregati 
di fibrinogeno a volumi di eluizione rispettivamente di 7,5 e 11 ml. 
I due profili si differenziano per la presenza di due picchi a volume di eluizione 
compreso tra 21 e 22 ml, presenti nel campione trattato con NaCl ed assenti nel 
campione non trattato, ma, poiché corrispondono a pesi molecolari compresi tra 
2 e 1 kDa, non sono di nostro interesse. 
 
	  
Figura	  18.	  Confronto	  dei	  profili	  cromatografici	  relativi	  ai	  campioni	  di	  fibrinogeno	  purificato	  da	  pool,	  

























Volume di eluizione (ml) 
Pool	  (no	  NaCl)	  Pool	  (NaCl)	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> 2000 kDa 
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9.1.2. Dosaggio nefelometrico di fibrinogeno nelle frazioni di eluizione  
 
Nelle frazioni raccolte dalla corsa del campione di fibrinogeno purificato da pool 
di plasma normale a minor concentrazione (precipitazione 1) è stato dosato solo 
il fibrinogeno. Le FLC-κ non sono state dosate in quanto si è esclusa la presenza 
di una componente monoclonale nel pool di plasma normale.  
Per il campione non trattato con la soluzione salina ad elevata concentrazione, il 
fibrinogeno è stato dosato nelle frazioni 13 e 20, corrispondenti ai primi due 
picchi del tracciato e dalla frazione 28 alla 32, che includono molecole con peso 
molecolare compreso tra 340 e 70 kDa [Figura 19].  
La presenza di fibrinogeno è stata esclusa oltre la frazione 32 (a volume di 
eluizione 16,5 ml) a causa dei bassi pesi molecolari rispetto a quello del 
fibrinogeno in cui è impossibile ritrovare tale proteina. I risultati ottenuti sono 
stati riportati nella Tabella 8.	  
Figura	  19.	  Cromatogramma	  del	  pool	  normale	  
(precipitazione	  1)	  prima	  e	  dopo	  NaCl.	  
	  
 
Tabella	  8.	  Concentrazioni	  di	  fibrinogeno	  
rilevate	  in	  corrispondenza	  di	  alcune	  frazioni	  di	  





































Pool (no NaCl) 
Pool (NaCl) 
28-32 13 19-21 Volume di 
eluizione (ml) 
340 kDa 
> 2000 kDa 
20 
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Come è possibile notare in tabella, nella frazione 20 è stata rilevata una 
concentrazione di fibrinogeno pari a 19,20 mg/dl. Tale frazione corrisponde a 
pesi molecolari superiori (> 2000 kDa) rispetto a quello del fibrinogeno 
supportando l’ipotesi di un aggregato di fibrinogeno.  
Nelle restanti frazioni analizzate non è stato possibile dosare il fibrinogeno 
poiché questo era presente in concentrazione inferiore rispetto al limite di 
sensibilità della metodica. Inoltre, il passaggio su colonna potrebbe aver prodotto 
delle frazioni nelle quali il fibrinogeno è stato ulteriormente diluito. 
 
 
Per il campione trattato con NaCl il fibrinogeno è stato dosato sulle stesse 
frazioni [Figura 19]. 
 
Tabella	  9.	  Concentrazioni	  di	  fibrinogeno	  rilevate	  in	  corrispondenza	  di	  alcune	  frazioni	  di	  eluizione	  di	  
nostro	  interesse.	  
 Frazioni 
13 20 28 29 30 31 32 
Fibrinogeno 
(mg/dl) 
<13,30 <13,30 <13,30 <13,30 <13,30 <13,30 <13,30 
 
In tutte le frazioni analizzate, la concentrazione di fibrinogeno rilevata era 
inferiore a 13,30 mg/dl [Tabella 9]. Probabilmente, l’indosabilità della proteina è 
stata causata, oltre che dal passaggio su colonna, dall’ulteriore diluizione della 
proteina, presente già in quantità modeste nel campione di partenza, in seguito al 
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9.2. Plasma del paziente 
 
9.2.1. Cromatogrammi del campione di fibrinogeno purificato da plasma del 
paziente  
 
La Figura 20 mostra il cromatogramma relativo al campione di fibrinogeno 
purificato da plasma del paziente prima del trattamento con soluzione salina ad 
elevata concentrazione. Il seguente profilo cromatografico mostra: 
• un picco di dimensioni notevoli in corrispondenza del peso molecolare del 
fibrinogeno (340 kDa), a volume di eluizione pari a 15,5 ml; 
• un picco corrispondente a pesi molecolari elevati (oltre 2000 kDa) a 
volume di eluizione di 7,5 ml; 
• un picco di ridotte dimensioni a volume di eluizione di 19 ml 
corrispondente a pesi molecolari di circa 10 kDa . 
	  
Figura	  20.	  Cromatogramma	  relativo	  al	  campione	  di	  fibrinogeno	  purificato	  da	  plasma	  del	  paziente	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La Figura 21 rappresenta il cromatogramma relativo al campione trattato con 
NaCl. Anche in questo caso, il tracciato del campione trattato consiste di picchi 
di ampiezza inferiore rispetto a quello del non trattato poiché, in seguito 
all’aggiunta di NaCl, il campione è stato diluito. Per tale motivo le 
concentrazioni proteiche sono ridotte. Il tracciato mostra:  
• un picco in corrispondenza del peso molecolare del fibrinogeno (340 
kDa), a volume di eluizione di 15,5 ml; 
• un picco a pesi molecolari elevati (oltre 2000 kDa) a volume di eluizione 
di 7,5 ml; 
• un picco di ridotte dimensioni a volume di eluizione di 19 ml 
corrispondente a un peso molecolare di 10 kDa;  
• due picchi a volume di eluizione compreso tra 21 e 22 ml, corrispondente 
a un peso molecolare tra 2 e 1 kDa. 
	  
Figura	  21.	  Cromatogramma	  relativo	  al	  campione	  di	  fibrinogeno	  purificato	  da	  plasma	  del	  paziente	  dopo	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La Figura 22 mette a confronto i due profili cromatografici del campione di 
plasma del paziente prima e dopo il trattamento con soluzione salina ad elevata 
concentrazione. Complessivamente i due profili possono essere considerati 
sovrapponibili. Il profilo cromatografico del campione trattato consiste di picchi 
di ampiezza inferiore rispetto al campione non trattato poiché, in seguito 
all’aggiunta di NaCl, il campione è stato diluito. Per tale motivo le 
concentrazioni proteiche sono ridotte. In entrambi i profili cromatografici sono 
presenti:  
• un picco in corrispondenza del peso molecolare del fibrinogeno (340 kDa) 
a volume di eluizione di 15,5 ml; 
• un picco a pesi molecolari elevati (oltre 2000 kDa) a volume di eluizione 
di 7,5 ml; 
• un picco di ridotte dimensioni a volume di eluizione di 19 ml 
corrispondente a un peso molecolare di 10 kDa. 
I due profili si differenziano per la presenza di due picchi a volume di eluizione 
compreso tra 21 e 22 ml, presenti nel campione trattato con NaCl ed assenti nel 
campione non trattato, ma, poiché corrispondono a pesi molecolari compresi tra 
2 e 1 kDa, non sono di nostro interesse. 
	  
Figura	  22.	  Confronto	  dei	  profili	  cromatografici	  relativi	  ai	  campioni	  di	  fibrinogeno	  purificato	  da	  plasma	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9.2.2. Dosaggio nefelometrico di fibrinogeno e FLC-κ  nelle frazioni di 
eluizione  
 
Nelle frazioni raccolte dalla corsa del campione di fibrinogeno purificato da 
plasma del paziente sono stati dosati fibrinogeno e FLC-κ. Per il campione non 
trattato con NaCl, il fibrinogeno è stato dosato nella frazione 13, corrispondente 
al primo picco, e dalla frazione 20 alla 32 [Figura 23]. La presenza di fibrinogeno 
è stata esclusa oltre la frazione 32 (a volume di eluizione 16,5 ml) a causa dei 
bassi pesi molecolari rispetto a quello del fibrinogeno in cui è impossibile 
ritrovare tale proteina. I risultati ottenuti sono stati riportati nella Tabella 10. 
	  
Figura	  23.	  Cromatogramma	  del	  plasma	  del	  
paziente	  prima	  e	  dopo	  NaCl.	  
	  
	  
	  	  	  	  	  	  	  
	  
Tabella	  10.	  Concentrazioni	  di	  fibrinogeno	  
rilevate	  in	  corrispondenza	  di	  alcune	  frazioni	  di	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Paziente (no NaCl) 
Paziente (NaCl) 
340 kDa 
13 20 32 
30 
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La concentrazione di fibrinogeno pari a 17,60 mg/dl è stata dosata in 
corrispondenza della frazione 30, prossima al peso molecolare di 340 kDa. 
Supponendo la presenza di FLC-κ legate alla molecola di fibrinogeno e sapendo 
inoltre che queste possono trovarsi in tre forme diverse: monomeri, di peso 
molecolare corrispondente a 25 kDa (frazione 35), dimeri di peso molecolare di 
50 kDa (frazione 33) ed oligomeri di 75kDa (frazione 31), il loro dosaggio è 
stato eseguito dalla frazione 26 alla frazione 39. Tale intervallo di frazione 
include molecole con pesi molecolari compresi tra circa 340 e 10 kDa. I risultati 
ottenuti sono riportati nella Tabella 11. 
 
Tabella	  11.	  Concentrazioni	  di	  FLC-­‐κ 	  e	  fibrinogeno	  rilevate	  in	  corrispondenza	  di	  alcune	  frazioni	  di	  
eluizione	  di	  nostro	  interesse	  (campione	  non	  trattato).	  
Frazioni FLC-κ  Fibrinogeno (mg/dl) 
26 0,987 <13,30 
27 2,760 <13,30 
28 1,860 <13,30 
29 5,110 <13,30 
30 9,530 17,60 
31 8,950 <13,30 
32 3,640 <13,30 
33 2,380 <13,30 
34 1,640 - 
35 3,400 - 
36 2,480 - 
37 1,280 - 
38 0,730 - 
39 0,716 - 
 
Come evidenziato in tabella, la concentrazione massima di FLC-κ (9,530 mg/dl) 
è stata ritrovata nella frazione 30 nella quale era stata dosata una concentrazione 
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di fibrinogeno pari a 17,60 mg/dl, supportando l’ipotesi del legame tra le 
molecole. 
Nel grafico seguente sono state riportate le concentrazioni di FLC-κ rilevate in 
corrispondenza delle frazioni di eluizione analizzate [Figura 24]. 
	  
	  
Figura	  24.	  Grafico	  con	  le	  concentrazioni	  di	  FLC-­‐κ 	  in	  corrispondenza	  di	  alcune	  frazioni	  di	  eluizione	  
(campione	  non	  trattato).	  
 
La concentrazione di FLC-κ segue un andamento crescente con un valore 
massimo nella frazione 30, dove è stato dosato il fibrinogeno, per poi decrescere 
e aumentare nuovamente a livello della frazione 35 alla quale corrisponde un 
peso molecolare di 25 kDa, suggerendo la presenza di FLC-κ monomeriche. 
 
 
Per il campione trattato con NaCl, il fibrinogeno è stato dosato nelle medesime 
frazioni: nella frazione 13, corrispondente al primo picco, e dalla frazione 20 alla 
32 [Figura 23]. La presenza di fibrinogeno è stata esclusa oltre la frazione 32 (a 
volume di eluizione 16,5 ml) a causa dei bassi pesi molecolari rispetto a quello 
del fibrinogeno in cui è impossibile ritrovare tale proteina. I risultati ottenuti 
sono stati riportati nella Tabella 12. 
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Tabella	  12.	  Concentrazioni	  di	  fibrinogeno	  rilevate	  in	  corrispondenza	  di	  alcune	  frazioni	  di	  eluizione	  di	  
nostro	  interesse	  (campione	  trattato).	  

















In tutte le frazioni analizzate, non è stato possibile dosare il fibrinogeno. Anche 
in questo caso l’impossibilità di dosare la proteina è stata causata probabilmente, 
oltre che dal limite di sensibilità della metodica, dalla diluizione della proteina, 
presente in quantità modeste nel campione di partenza, in seguito al trattamento 
con NaCl ma anche dal passaggio su colonna che può aver contribuito a diluire 
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La concentrazione di FLC-κ è stata dosata dalla frazione 26 alla 39. Tale 
intervallo di frazioni include molecole con pesi molecolari compresi tra circa 340 
e 10 kDa. I risultati ottenuti sono riportati in Tabella 13. 
 
Tabella	  13.	  Concentrazioni	  di	  FLC-­‐κ 	  e	  di	  fibrinogeno	  in	  corrispondenza	  di	  alcune	  frazioni	  di	  eluizione	  
di	  nostro	  interesse	  (campione	  trattato).	  
Frazioni FLC-κ  Fibrinogeno (mg/dl) 
26 0,613 <13,30 
27 1,750 <13,30 
28 2,410 <13,30 
29 2,790 <13,30 
30 10 <13,30 
31 7,230 <13,30 
32 2,370 <13,30 
33 2,640 <13,30 
34 1,530 - 
35 1,360 - 
36 0,642 - 
37 0,560 - 
38 0,659 - 
39 0,223 - 
 
 
Nonostante nelle frazioni analizzate non sia stato possibile dosare il fibrinogeno, 
sono state riscontrate elevate concentrazioni di FLC-κ confermando il sussistere 
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Nel grafico seguente sono state riportate le concentrazioni di FLC-κ rilevate in 
corrispondenza delle frazioni di eluizione analizzate [Figura 25]. 
 
	  
Figura	  25.	  Grafico	  con	  le	  concentrazioni	  di	  FLC-­‐κ 	  in	  corrispondenza	  di	  alcune	  frazioni	  di	  eluizione	  
(campione	  trattato).	  
 
Anche in questo caso è stato possibile notare un andamento crescente delle 
concentrazioni di FLC-κ con un picco in corrispondenza della frazione 30, per 
poi decrescere e aumentare nuovamente a livello della frazione 33, alla quale 
corrisponde un peso molecolare di 50 kDa.  
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9.3. Pool di plasma normale (precipitazione 2) 
 
In considerazione del fatto che nella maggior parte delle frazioni di eluizione 
raccolte dalla corsa del fibrinogeno purificato da pool di plasma normale 
(ottenuto dalla precipitazione 1) e da plasma del paziente non è stato possibile 
dosare il fibrinogeno, probabilmente a causa della scarsa quantità di proteina 
presente nei campioni, inferiore rispetto al limite di sensibilità della metodica, e 
per il passaggio su colonna e il trattamento con soluzione salina che potrebbero 
aver contribuito a diluire ulteriormente la proteina, abbiamo deciso di utilizzare 
una preparazione più concentrata di fibrinogeno purificato. 
Tale preparazione è stata ottenuta da un campione di pool di plasma normale 
(con volume iniziale di 3 ml) sottoposto alla procedura di precipitazione con 
etanolo in bagno di ghiaccio e il cui precipitato è stato ridissolto in 0,8 ml di 
solvente (anziché 1 ml come suggerito dalla metodica).  
La scelta di utilizzare un minor volume di solvente è giustificata dal fine di voler 
ottenere una soluzione contenente una maggior concentrazione di fibrinogeno 
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9.3.1. Cromatogrammi del campione di fibrinogeno purificato da pool di 
plasma normale (precipitazione 2) 
 
La Figura 26 mostra il cromatogramma relativo al campione di fibrinogeno 
purificato da pool di plasma normale (a maggior concentrazione) prima del 
trattamento con soluzione salina ad elevata concentrazione. Il seguente profilo 
cromatografico mostra: 
• un picco in corrispondenza del peso molecolare del fibrinogeno (340 
kDa), affiancato da un picco di peso molecolare poco inferiore, a volume 
di eluizione compreso tra 14,5 e 17 ml; 
• due picchi, di cui uno molto ampio, corrispondenti a pesi molecolari 
elevati (> 2000 kDa), rispettivamente a volume di eluizione di 7,5 e 11 ml. 
 
	  
Figura	  26.	  Cromatogramma	  relativo	  al	  campione	  di	  fibrinogeno	  purificato	  da	  pool	  (precipitazione	  2)	  
senza	  NaCl.	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9.3.2. Dosaggio nefelometrico di fibrinogeno nelle frazioni di eluizione 
raccolte 
 
Il fibrinogeno è stato quindi dosato nelle frazioni raccolte dalla corsa del 
campione di fibrinogeno purificato da pool di plasma normale a maggior 
concentrazione (precipitazione 2).  
Anche in questo caso le FLC-κ non sono state dosate in quanto si è esclusa la 
presenza di una componente monoclonale nel pool di plasma normale. Il 
fibrinogeno è stato dosato nell’intervallo di frazioni 19-32 [Figura 27].  
La presenza di fibrinogeno è stata esclusa oltre la frazione 32 (a volume di 
eluizione 16,5 ml) a causa dei bassi pesi molecolari rispetto a quello del 
fibrinogeno in cui è impossibile ritrovare tale proteina. I risultati ottenuti sono 
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Rispetto al campione di fibrinogeno purificato da pool normale a minor 
concentrazione, nel campione a maggior concentrazione è stato possibile dosare 
il fibrinogeno in tre frazioni. Infatti, dalla frazione 20 alla 22 è stata dosata una 
concentrazione di fibrinogeno crescente con un valore massimo (72,20 mg/dl) in 
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Tabella	  14.	  Concentrazioni	  di	  fibrinogeno	  
rilevate	  in	  corrispondenza	  di	  alcune	  
frazioni	  di	  eluizione	  di	  nostro	  interesse.	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Tale intervallo di frazioni include molecole con pesi molecolari superiori (> 2000 
kDa) a quelli del fibrinogeno, confermando il risultato ottenuto dai dosaggi nelle 
frazioni raccolte dalla corsa del campione di fibrinogeno purificato da pool 
normale a minor concentrazione (precipitazione 1) e sostenendo l’ipotesi della 
presenza di un aggregato di fibrinogeno.  
Nonostante la notevole concentrazione di fibrinogeno nel campione 
(precipitazione 2), nelle restanti frazioni analizzate non è stato possibile dosare il 
fibrinogeno probabilmente a causa del passaggio su colonna che ha contribuito a 
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9.4. Cromatogrammi a confronto dei campioni non trattati 
 
La Figura 28 mette a confronto i tracciati cromatografici ottenuti dalla corsa del 
campione di fibrinogeno purificato da pool di plasma normale a minor 
concentrazione (1), quello a maggior concentrazione (2) e il campione di 
fibrinogeno purificato da plasma del paziente.  
I profili cromatografici dei campioni di fibrinogeno purificato da pool di plasma 
normale 1 e 2 mostrano lo stesso picco a volume di eluizione pari a 11 ml 
corrispondente a un peso molecolare superiore a 2000 kDa. Il picco relativo al 
campione 1 è di ampiezza inferiore rispetto al picco del campione 2 per via della 
differente concentrazione proteica. 
Il profilo cromatografico del fibrinogeno purificato da plasma del paziente 
mostra un picco a volume di eluizione pari a 15,5 ml corrispondente al peso 
molecolare del fibrinogeno di 340 kDa. 
Dal confronto sia dei tracciati cromatografici sia dei dosaggi nefelometrici è stata 
evidenziata una diversa mobilità del fibrinogeno. Infatti, il fibrinogeno presente 
nel plasma normale è stato eluito a un volume corrispondente a un peso 
molecolare molto maggiore (oltre 2000 kDa) rispetto a quello del fibrinogeno 
(340 kDa), suggerendo la possibile formazione di aggregati di tale proteina 
assenti invece nel campione del paziente, probabilmente a causa del legame delle 
catene leggere libere al fibrinogeno che ne impediscono la polimerizzazione. 
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Figura	  28.	  Confronto	  dei	  profili	  cromatografici	  relativi	  ai	  campioni	  di	  fibrinogeno	  purificato	  da	  pool	  di	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Discussione 
 
Il paziente oggetto del nostro studio è arrivato all’attenzione dell’U.O. di 
Ematologia dell’Azienda Ospedaliera Universitaria Pisana a seguito di 
accertamenti preoperatori per alterazioni negli esami di screening della 
coagulazione: in particolare presentava tempo di tromboplastina parziale attivata 
e tempo di protrombina incoagulabili, misure della via intrinseca ed estrinseca 
della coagulazione, e fibrinogeno indosabile con metodo funzionale (metodo di 
Clauss). Mostrava inoltre un allungamento del tempo di trombina, misura della 
via comune della coagulazione. Nonostante tali alterazioni, il paziente non 
presentava alcun tipo di sintomatologia emorragica. Si è quindi posto il problema 
di indagare sulle cause di tali anomalie in assenza di un correlato clinico.  
Nel sospetto di un’alterazione della sintesi del fibrinogeno è stata valutata la 
funzionalità epatica del paziente risultata nella norma e determinati i livelli di 
fibrinogeno mediante test immunologico anche questi risultati nella norma. Al 
paziente è stata quindi diagnosticata una disfibrinogenemia acquisita, talvolta 
dovuta a una componente monoclonale che è stata pertanto ricercata mediante 
immunofissazione su siero e determinazione di catene leggere libere (FLC). 
L’immunofissazione su siero è risultata negativa, ma il dosaggio delle FLC 
evidenziava un dato patologico per FLC di tipo κ. La misura di tali catene su 
campione di plasma e di siero forniva valori molto diversi, più elevati nel plasma 
che nel siero. La catena leggera monoclonale pertanto sembrava essere per lo più 
legata al fibrinogeno, e presente solo in misura ridotta nel siero probabilmente 
perché la componente monoclonale rimaneva legata alla fibrina nella formazione 
del coagulo. È stata quindi eseguita una immunofissazione su plasma, la quale ha 
messo in evidenza una debole banda monoclonale tra le catene leggere libere di 
tipo kappa alla stessa altezza della banda del fibrinogeno. È stato pertanto 
ipotizzato che le FLC-k potessero essere responsabili dell’alterazione funzionale 
del fibrinogeno. Nel completamento dell’iter diagnostico il paziente è stato 
sottoposto a biopsia osteomidollare, la quale ha messo in evidenza la presenza di 
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un clone plasmacellulare secernente catene kappa. In assenza di danno d’organo, 
e in presenza di una bassa percentuale di plasmacellule midollari (4%), al 
paziente è stata diagnosticata una gammopatia monoclonale di incerto 
significato. 
Lo scopo del nostro studio è stato quello di studiare il fibrinogeno e le FLC-κ ad 
esso legate, per tentare di chiarirne il meccanismo di legame.  
A partire da un pool di plasma normale, ottenuto da soggetti con test coagulativi 
nella norma e usato come controllo, e da un campione di plasma del paziente del 
caso clinico in studio, abbiamo messo a punto una procedura di purificazione del 
fibrinogeno mediante precipitazione con etanolo in ghiaccio e dialisi 
all’equilibrio. In questo modo è stato possibile isolare il fibrinogeno per 
studiarlo, verificando la possibilità che le catene leggere libere κ legate al 
fibrinogeno del paziente fossero trascinate con esso nella precipitazione.  
Nei campioni ottenuti dalla procedura di purificazione è stata dosata la 
concentrazione di fibrinogeno e di FLC-κ mediante nefelometria. La 
concentrazione di FLC-κ (244 mg/dl) riscontrata nel campione del paziente ha 
messo in evidenza la presenza di tali catene, suggerendo la loro precipitazione 
insieme ad esso e che la procedura di purificazione non altera il legame presente 
tra le molecole.  
Ipotizzando un legame altamente specifico tra fibrinogeno e catena leggera libera 
(simile a quello esistente tra antigene e anticorpo), nel tentativo di chiarire la 
natura dell’interazione e individuare i meccanismi che causano l’alterazione 
funzionale del fibrinogeno, sono state applicate due diverse metodiche. Queste 
prevedevano l’utilizzo di una soluzione di glicina a pH acido (glicina 0,1 M pH 
2,8) e soluzione salina ad elevata concentrazione (NaCl 2 M) per tentare di 
separare le molecole. 
A entrambi i campioni è stata aggiunta glicina a pH acido in egual volume e si è 
proceduto al dosaggio nefelometrico della proteina. Mentre la concentrazione di 
fibrinogeno osservata nel campione normale era pressoché simile a quella attesa 
dopo diluizione, quella osservata nel campione del paziente era inferiore rispetto 
a quella attesa. È stata ipotizzata un’interferenza del pH acido della glicina con il 
	   89	  
dosaggio nefelometrico del fibrinogeno dal momento che questo è eseguito con 
metodica immunochimica ma, nonostante aver riportato il pH a valore neutro, 
l’interferenza persisteva. È stato quindi possibile ipotizzare o un mancato 
refolding della proteina (denaturata in seguito al trattamento con pH acido) 
nonostante il ripristino del pH ottimale o che le FLC-κ fossero legate a degli 
epitopi sulla molecola del fibrinogeno poi non riconosciuti dagli anticorpi anti-
fibrinogeno previsti dalla metodica immunochimica utilizzata. In seguito al 
trattamento con NaCl, invece, per entrambi i campioni, le concentrazioni di 
fibrinogeno osservate erano prossime a quelle attese, permettendoci così di 
ipotizzare che questa potesse essere la metodica maggiormente adatta al nostro 
scopo, ovvero cercare di staccare le catene leggere libere dal fibrinogeno usando 
un reagente che non interferisse notevolmente con i dosaggi nefelometrici.  
Per verificare che le FLC-κ fossero state efficacemente staccate dal fibrinogeno a 
seguito del trattamento con soluzione salina ad elevata concentrazione, è stata 
eseguita una cromatografia ad esclusione molecolare, capace di separare le 
proteine in base al loro peso molecolare. La corsa cromatografica è stata eseguita 
sui campioni di fibrinogeno purificato da pool di plasma normale e da plasma del 
paziente, prima e dopo il trattamento con NaCl. In seguito alla corsa, per ciascun 
campione sono state raccolte le frazioni di eluizione e su quelle corrispondenti ai 
picchi osservati sul tracciato cromatografico è stata dosata la concentrazione di 
fibrinogeno e anche quella di FLC-κ per il campione del paziente. In molte 
frazioni non è stato possibile dosare il fibrinogeno perché presente in 
concentrazione inferiore rispetto al limite di sensibilità della metodica nel 
cmapione di partenza che, probabilmente, sia il passaggio su colonna che il 
trattamento con NaCl hanno contribuito a diluire ulteriormente. Alla luce di 
questo, è stato deciso di utilizzare una seconda preparazione di fibrinogeno 
purificato (precipitazione 2) ottenuta da pool di plasma normale sottoposto a 
procedura di precipitazione con etanolo in bagno di ghiaccio e il cui precipitato è 
stato ridissolto in un minor volume di solvente (rispetto quello suggerito dalla 
metodica) al fine di ottenere una maggior concentrazione della proteina  
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Dal confronto dei tracciati cromatografici relativi al fibrinogeno purificato da 
pool di plasma normale, a maggior e minor concentrazione, e da plasma del 
paziente è stata evidenziata una mobilità diversa del fibrinogeno del paziente 
rispetto a quella del fibrinogeno ottenuto dal pool da soggetti sani, probabilmente 
a causa delle catene leggere libere ad esso legate. Infatti, il fibrinogeno presente 
nel plasma normale è stato eluito a un volume corrispondente a pesi molecolari 
elevati (oltre 2000 kDa) rispetto a quello del fibrinogeno (340 kDa), suggerendo 
la possibile formazione di aggregati di tale proteina assenti invece nel campione 
del paziente, probabilmente perché le catene leggere legate al fibrinogeno ne 
impediscono la polimerizzazione. Dai dosaggi nefelometrici nelle frazioni 
raccolte dalla corsa relativa al campione del paziente è stata trovata conferma del 
legame delle FLC-κ alla molecola di fibrinogeno: nelle frazioni in cui è stato 
dosato il fibrinogeno sono state ritrovate anche le catene leggere libere. 
Infine, in seguito al trattamento con NaCl è stata osservata una riduzione 
dell’ampiezza dei picchi nei tracciati cromatografici come conseguenza del fatto 
che la diluizione del campione ha probabilmente ridotto le concentrazioni 
proteiche. Nonostante nelle frazioni di eluizione analizzate non sia stato possibile 
dosare il fibrinogeno, sono state riscontrate elevate concentrazioni di FLC-κ 
confermando il sussistere del loro legame anche in seguito al trattamento con 
NaCl. È stato quindi possibile escludere l’ipotesi di un legame debole ma 
altamente specifico ed è stata invece ipotizzata la presenza di un legame forte tra 
le molecole come ad esempio un legame covalente. 
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Conclusioni 
 
Dai risultati ottenuti è stato possibile concludere che: 
 
• la procedura di precipitazione ha messo in evidenza il legame delle catene 
leggere libere di tipo kappa alla molecola di fibrinogeno e la resistenza del 
loro legame a tale metodica; 
 
• la corsa cromatografica ha evidenziato una diversa mobilità del 
fibrinogeno del paziente rispetto a quella del fibrinogeno ottenuto da pool 
di plasma normale: infatti nel plasma normale il fibrinogeno andava 
incontro alla formazione di aggregati risultati invece assenti nel campione 
del paziente, probabilmente perché le catene leggere ad esso legate ne 
impediscono la polimerizzazione; 
 
• la corsa cromatografica ha evidenziato la co-eluizione di catene leggere 
libere κ e fibrinogeno confermando ancora una volta la presenza del 
legame tra le due molecole; 
 
• data la resistenza del lagame delle catene leggere libere alla molecola di 
fibrinogeno anche in seguito al trattamento con soluzione salina ad elevata 
concentrazione, specifico nel rompere l’interazione tra antigene e 
anticorpo, è possibile ipotizzare che tra le due molecole sia presente un 
legame più tenace, come ad esempio un legame covalente. 
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